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2“L’Amore, il Lavoro e la Conoscenza 
sono le fonti della nostra vita.
Dovrebbero anche guidarla.”
W. Reich
PREMESSA
Gli studi riguardanti l’impiego di probiotici, nella regolazione dei meccanismi legati al 
metabolismo dei lipidi polinsaturi, sono ancora pochi e riguardano soprattutto indagini 
sulla capacità in vitro di produzione di Coniugati dell’Acido Linoleico (CLA) a partire 
dal suo precursore: l’Acido Linoleico (LA)
Tuttavia, nell’applicabilità in situ dei microrganismi probiotici produttori di CLA, non 
viene preso in considerazione il ruolo metabolico ed il destino fisiologico del precursore 
di questi metaboliti: l’Acido Linoleico (LA), capostipite della famiglia degli acidi grassi 
omega-6.
L’Acido Linoleico infatti, in quantità eccessive risulta essere dannoso per la salute 
umana e tossico per i microrganismi probiotici che ne sono sensibili. Tali microrganismi 
sembrano quindi adottare una strategia di detossificazione convertendo l’LA a CLA 
sottraendolo all’ambiente in cui si trova.
Le attività svolte nell’ambito del tirocinio effettuato presso la Probiotical S.p.A, hanno 
riguardato l’impiego di alcuni ceppi di bifidobatteri, (presenti nella collezione 
aziendale) in campo probiotico, come potenziali convertitori dell’Acido Linoleico a 
Coniugati dell’Acido Linoleico.
In primo luogo si è resa necessaria la scelta di un terreno colturale adeguato, 
successivamente, sono state utilizzate tecniche spettrofotometriche per l’individuazione 
di ceppi probiotici di bifidobatteri in grado di convertire LA a CLA. Tramite tali 
tecniche è stato inoltre possibile quantificare i CLA prodotti permettendo quindi la 
selezione dei ceppi a più alto tasso di conversione.
I risultati ottenuti hanno portato ad ipotizzare un nuovo claim, applicabile ai 
microrganismi probiotici in grado di convertire LA a CLA che, potrebbero essere in 
grado di interagire in situ con la componente in Acidi Grassi Essnziali assunti con la 
dieta, contrastando potenzialmente il metabolismo pro-infiammatorio della via degli 
acidi grassi omega-6 e producendo metaboliti (CLA) con possibile ruolo nutraceutico.
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1. INTRODUZIONE
1.1. Uomo-microrganismi, in simbiosi fin dalla nascita
Durante la gestazione, il feto umano si sviluppa in un ambiente sterile. Dal punto di 
vista microbiologico, l’evento più importante durate il parto, è il passaggio del nascituro 
da un ambiente esente da microbi, l’utero, ad uno che ne è densamente popolato.
Infatti, il neonato alla nascita, si interfaccia con microrganismi di diversa provenienza, 
tra cui quelli presenti nella: 
• vagina, tratto gastrointestinale (TG), pelle, cavità orale e tratto respiratorio della 
madre
• pelle, tratto respiratorio e cavità orale dei presenti alla nascita
• equipaggiamento e strumenti utilizzati durante il parto
• l’ambiente immediatamente circostante
Già poco dopo la nascita, sono rilevabili microrganismi su tutte le superfici esposte del 
neonato (occhi, pelle, sistema genito-urinale, TG, tratto respiratorio, cavità orale).
Tuttavia, tra la grande varietà microbica potenzialmente in grado di entrare in contatto 
con il nascituro, solo un numero limitato di specie colonizzerà permanentemente i vari 
siti corporei accessibili, ed ogni sito, sarà caratterizzato da una determinata comunità 
microbica autoctona (Palmer et al., 2007; Mackie et al.,1999)(Fig.1) 
Pertanto, la colonizzazione microbica del neonato, segna l’inizio di una simbiosi che 
durerà tutta la vita e che si manifesterà nelle sue varie forme che consistono in: 
1. mutualismo, quando entrambi i membri ricevono reciproci benefici
2. commensalismo, quando uno dei membri trae beneficio ma non a scapito dell’altro
3. parassitismo, quando uno dei membri riceve danno dall’altro
Una delle principali caratteristiche del microbiota, di un determinato sito corporeo, è 
che la sua composizione è tendenzialmente simile tra i vari abitanti di tutto il mondo e 
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varia solo nelle proporzioni relative delle singole specie. Ciò è vero, a prescindere dalle 
differenze nella dieta, abitudini, igiene, vestiario e clima. E’ pertanto ipotizzabile che 
l’umanità sia co-evoluta in simbiosi con alcune delle forme microbiche che popolano la 
Terra e che, tale possibilità sia determinata geneticamente. 
La simbiosi Uomo-microrganismi, è così radicata nella natura umana che, lo stesso 
sistema immunitario riconosce come “self” i microrganismi autoctoni dell’Uomo 
(Ouwehand et al., 2002). 
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Fig.1: Distribuzione microbica dei vari siti corporei (Wilson, 2008)
Cavità orale:
Densamente popolata;
alta diversità di specie;
Tratto respiratorio superiore:
Densamente popolato;
alta diversità di specie;
la composizione microbica varia in base al sito
Tratto respiratorio inferiore:
presenta pochi microrganismi;
non presenta comunità microbiche 
persistentiUretra:
La densità microbica 
decresce all’aumentare della
distanza dall’orifizio 
uretrale Tessuti interni:Per i soggetti sani sono sterili
Vagina:
Altamente popolata;
Alta diversità di specie
Pelle:
molte regioni sono 
scarsamente popolate;
composizione microbica 
varia in base al sito;
generalmente bassa diversità 
di specie
Tratto gastrointestinale:
Densità e complessità microbica dipendono 
dal sito preso in considerazione;
le regioni superiori sono scarsamente 
popolate;
le regioni inferiori sono altamente popolate 
e con più alta varietà di specie;
contiene la maggior parte dei 
microrganismi che colonizzano l’Uomo
1.2. Panoramica sulla natura e distribuzione delle comunità microbiche 
simbiotiche con lʼuomo
Per comprendere la portata e complessità del sistema uomo-microrganismi, basti 
pensare che, in un adulto, il numero totale dei microrganismi è dieci volte superiore di 
quello delle cellule eucariotiche. Infatti, un individuo, in media è costituito da circa 1013 
cellule eucariotiche, mentre le cellule microbiche, che lo popolano, sono stimate essere 
1014, presentando un numero di geni 100 volte superiore a quelli umani (Backhed et al., 
2005).
Tranne alcune eccezioni (occhi, stomaco, duodeno ed alcune zone della pelle), le 
comunità costitutive dei vari siti dell’organismo, sono composte da una grande varietà 
di specie e con una popolazione relativa di 1000000:100:10:1 rispettivamente per TG, 
bocca, vagina e pelle. Pertanto, il TG, tra gli organi colonizzabili, è quello che presenta 
la maggior popolazione microbica e diversità di specie. Infatti, è stato stimato che, il TG 
sia colonizzato da all’incirca 500-1000 specie (Eckburg et al., 2005; Gill et al., 2006). 
Tale stima potrebbe essere al ribasso, infatti in un recente lavoro, è stato proposto un più 
alto numero di specie colonizzanti il TG; in particolare 1800 generi e 15000-36000 
specie batteriche (Frank et al., 2007).
Studi microbiologici coltura dipendenti hanno dimostrato che la parte distale del TG è 
maggiormente colonizzata rispetto alla parte superiore. Infatti, una volta attraversata la 
valvola ileocecale, le conte batteriche passano dalle 107-109 ufc/ml dell’ileo terminale 
alle 1012 ufc/ml del colon.
Inoltre, la valvola ileocecale delimita anche il passaggio da comunità microbiche 
prevalentemente aerobe a popolazioni prevalentemente anaerobe.
Riguardo la composizione di queste popolazioni, recenti studi molecolari hanno 
evidenziato che le varie regioni del TG sono caratterizzate dalla presenza degli stessi 
phyla batterici che, cambiano solo nell’abbondanza relativa dei sottogruppi a seconda 
del sito anatomico preso in esame (Frank et al., 2007).
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1.3. Determinanti ambientali del Tratto Gastrointestinale
Il sistema digestivo è costituito dal tratto gastrointestinale (TG) e dagli organi digestivi 
accessori (denti, lingua, ghiandole salivari, fegato, cistifellea e pancreas). 
Il TG, a sua volta, è costituito da regioni anatomicamente e funzionalmente differenti: 
la cavità orale e la faringe -che costituiscono anche il tratto respiratorio, l’esofago, lo 
stomaco, l’intestino tenue (duodeno, digiuno e ileo) e l’intestino crasso (ceco, colon e 
retto) (Fig.2). 
Il TG, può essere immaginato tuttavia, come un tubo continuo che si estende dalla 
bocca all’ano e la cui superficie totale arriva anche a superare i 300 m2 rendendolo di 
fatto, il tessuto umano più vasto esposto all’ambiente esterno.
Ogni regione anatomica del TG, è caratterizzata da specifici determinanti ambientali 
(pH, Eh, aw, forze meccaniche ed idrodinamiche, concentrazione di sali biliari ed 
enzimi proteolitici), ed il connubio di tali fattori, andranno a determinare le specie 
microbiche che possono colonizzare un dato sito.
Ad esempio, la parte superiore del TG (stomaco, duodeno e digiuno), non offre 
habitats molto favorevoli all’instaurarsi di comunità microbiche complesse e numerose 
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Fig.2: Organi principali del tratto gastrointestinale (Wilson, 2008)
Bocca
Faringe
Esofago
Stomaco
Pancreas
Intestino tenue
Ano
Lingua
Fegato
Milza
Intestino crasso
Retto
(Fig.3) a causa del basso pH dello stomaco; alla rapida peristalsi del duodeno e digiuno 
(che comporta un transito luminare dalla durata di 3-5 ore) e alla presenza di sali biliari 
ed enzimi proteolitici.
Non è un caso che, proprio in queste regioni del TG, avviene l’estrazione della 
maggior parte dei nutrienti principali  della dieta (carboidrati, proteine e lipidi).
Nella parte distale del cieco e nel colon, sussiste invece un habitat estremamente 
favorevole allo stabilirsi di comunità microbiche numerose ed altamente differenziate 
(Tab.1). 
Ed è in particolare in queste regioni, che l’ospite, riceve beneficio dall’enorme 
potenziale metabolico della sua microflora indigena che, essendo in grado di degradare i 
costituenti dietetici che l’ospite non è stato in grado di digerire, oltre che quelli 
provenienti dall’ospite stesso (Tab.2), lo fornisce di importanti prodotti metabolici.
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Fig.3: Livelli di colonizzazione dello stomaco e dell’intestino tenue
(Wilson, 2008)
Duodeno
Intestino crasso
Ileo superiore
Ileo distale
Digiuno 
superiore
Digiuno 
inferiore
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Cieco e 
Intestino Crasso pH Eh Transito
Cieco 5,7 ∼18 h
Colon ascendente 5,6
Colon trasverso 5,7 -200/-300 ∼30-60 h
Colon discendente 6,6
Retto 6,6-6,8
Tab.1: Determinanti ambientali del cieco ed intestino crasso (Fuller & Perdigòn, 2003)
Nutrienti Fonte g/l nel colon
Polisaccaridi (non amido) Dieta 8-18
Amido Dieta 8-40
Oligosaccaridi Dieta 2-8
Zuccheri non assorbiti Dieta 2-10
Proteine e peptidi Dieta 10-15
Acidi grassi e glicerolo Dieta 6-8
Enzimi digestivi Ospite 5-8
Acidi Biliari Ospite 0,5-1,0
Mucine Ospite 2-3
Cellule epiteliali Ospite 20-30
Tab.2: Nutrienti presenti nel colon ed origine. I prodotti finali del metabolismo microbico possono 
costituire una fonte di nutrienti addizionale sia per l’ospite che per la microflora (Fuller & Perdigòn, 
2003)
1.4. I membri del microbiota intestinale
Tramite l’impiego delle tecniche molecolari, ed in particolare grazie al confronto delle 
sequenze amplificate 16s dell’ rRNA di batteri isolati dalle feci o dalla mucosa 
intestinale, è stato possibile classificare filogeneticamente quella parte del microbiota 
intestinale (65-70%) che era impossibile studiare tramite le tecniche tradizionali di 
coltura. (Eckburg et al., 2005; Franks et al., 1998; Harmsen et al., 2002; Gill et al., 
2006; Guarner et al., 2003; Macfarlane et al., 2004; Palmer et al., 2007; Suau et al., 
1999). 
Dall’analisi del tratto intestinale più densamente popolato, il colon, è emerso che, i 
microrganismi presenti appartengono a 9 delle 70 phyla batteriche conosciute ed a una 
delle 13 phyla degli Archea. In particolare i phyla maggiormente rappresentati sono i 
Cytophaga-Flavobacterium-bacteroides, Firmicutes (inclusi i generi Eubacterium e 
Clostridium) e Actinobacteria (incluso il genere Bifidobacterium) (fig.4). Altri gruppi 
filogenetici presenti, sono riportati in Tabella 4.
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Fig.4: Panoramica quantitativa dei phyla/gruppi predominanti. Il numero approssimativo di batteri è 
indicato per g di feci (Gelen et al., 2008)
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Gruppo filogenetico Esempio m.o. intestinali
Bacteroidetes (Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides)
Bacteroides (almeno 13 specie) tra cui B.distasonis, 
B.fragilis, B.thetaiotaomicron; Prevotella (almeno 8 specie); 
Porphyromonas (almeno 5 specie); Rikenella microfusus; 
Cytophaga fermentans
Cl.coccoides-Eub.rectale 
(Clostridium cluster XIVa)
Clostridium  (almeno 12 specie) tra cui Cl.coccoides; 
Eubacterium (almeno 9 specie) tra cui Eub.rectale; 
Ruminococcous (almeno 5 specie); Butyrvibrio; 
Streptococcous hansenii; Coprococcus eutactus; Roseburia; 
Lachnospira
Cl. leptum (Clostridium 
cluster IV)
Clos t r id ium (Cl . l ep tum, C l . sporosphaero ides , 
Cl.methylpentosum); Eubacterium  siraeum; Ruminococcous 
(Rum.bromii, Rum.albus, Rum.flavifaciens, Rum. callidus); 
Faecalibacterium prausnitzii; Anaerofilum
Eubacterium cylindroides 
(Clostridium cluster XVI)
Eub. cylindroides; Eub.biforme; Eub.tortuosum; 
Eub.dolichum; Clostridium innocuum
Gammaproteobacteria Haemophilus; Klebsiella; Escherichia
Lactobacillus-Enterococcus Lactobacillus; Enterococcus; Pediococcus; Leuconostoc
Actinobacteria
Actinomyces; Bifidobacterium; Proprionibacterium; 
Atopobium; Collinsella; Coriobacterium; Eggerthella
Verrucomicrobia Verrucomicrobium
Fusobacteria Fusobacterium
Tab.4: Gruppi filogenetici maggiori del microbiota del colon (Wilson, 2008)
1.5. Ruolo svolto dal microbiota intestinale
Grazie all’arricchirsi delle informazioni riguardanti la simbiosi uomo-microrganismi, 
cade la concezione che il TG sia semplicemente un “contenitore” che produce feci ed 
assorbe acqua ed altre semplici molecole di origine esogena o nativa. Piuttosto, è il sito 
ed attore di una complessissima associazione simbiotica che, regola non solo le funzioni 
del colon, ma anche la fisiologia di tutto l’organismo, andando ad influenzare ad 
esempio: 
1. modulazione del sistema immunitario sia innato che acquisito principalmente 
tramite la regolazione delle citochine; maturazione e sviluppo del sistema 
immunitario del neonato che apprende a distinguere tra microrganismi patogeni e 
commensali e mantenimento di stimoli antinfiammatori lungo tutta la vita degli 
individui sani (Hooper et al., 2004; Kelly et al., 2005; Ouwehand et al., 2002) 
2. prevenzione dalla adesione e colonizzazione di microrganismi patogeni tramite: 
• produzione di prodotti metabolici come gli acidi grassi a corta catena (SCFA) che 
comportano un abbassamento di pH
• competizione nella colonizzazione delle nicchie intestinali
• competizione per i nutrienti
• produzione di batteriocine
• stimolazione del sistema immunitario
• produzione acidi biliari deconiugati a spiccata attività antimicrobica
3. fermentazione dei polisaccaridi non digeribili dall’Uomo come: pectine, 
emicellulosa, cellulosa, gomme, amidi resistenti, di carboidrati meno complessi 
(oligosaccaridi) ed alcol non assorbiti con produzione di acidi grassi a corta catena 
(SCFA) ed altri metaboliti. Gli SCFA prodotti (principalmente acetato, propionato e 
butirrato in rapporto 60:20:20), forniscono energia alle cellule epiteliali (che ne 
assorbono fino al 95% ottemperando fino al 9% del fabbisogno energetico 
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giornaliero umano) oltre che esplicare varie funzioni tra cui:
• Assorbimento migliorato di Mg, Ca e Fe
• Acetato: fonte energetica di muscoli, reni, cuore e cervello
• Propionato: possibile precursore nella glucogenesi, soppressione sintesi 
colesterolo
• Butirrato: fonte energetica preferenziale dell’epitelio intestinale; regolazione 
crescita e differenziazione delle cellule epiteliali 
4. Fermentazione di amminoacidi con formazione di composti potenzialmente 
dannosi (ammoniaca, ammine e composti fenolici e indolici) ad opera di batteri 
putrefattivi (Clostridium, Bacteroides e coliformi). E’ importante notare che, 
l’attività fermentativa differisce a seconda della zona del colon in cui avviene. Nel 
cieco e nel colon ascendente è presente la maggior attività fermentativa con alti tassi 
di crescita batteria, basso pH (5-6) e alta produzione di SCFA. Il colon ascendente 
invece, è interessato da attività proteolitica e pH più elevati. L’importanza del tipo di 
attività batterica e del sito in cui si esplica è evidente se si prende in considerazione 
che, il tasso di insorgenza tumorale è 100 volte più elevato nel tratto distale del 
colon. Tale incremento, è attribuibile alla presenza dei composti tossici (es. ammine 
biogene) di derivazione proteica che, sono implicati anche in disturbi quali 
schizofrenia, emicranie e ipertensione. E’ appurato inoltre che, un maggior apporto 
di carboidrati fermentescibili, riduce i fenomeni putrefattivi nel tratto distale del 
colon oltre che, diminuire il tempo di transito intestinale, sfavorendo quindi la 
permanenza sia dei substrati potenzialmente convertibili in prodotti tossici che i 
prodotti tossici stessi. E’ pertanto evidente come, una riduzione dei processi 
putrefattivi, sia facilmente e efficacemente ottenibile con semplici cambiamenti 
delle abitudini alimentari che, nella nuova visione sistemica uomo-microbiota, 
influenzano lo stato di benessere dell’individuo anche in rapporto all’attività 
metabolica dei microrganismi indigeni del TG.
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5. Regolazione dell’omeostasi energetica dell’intero organismo tramite i seguenti 
meccanismi (Cani et al., 2009; Wolowczuk et al.,2009):
• Recupero energetico dall’introito dietetico con produzione di SCFA e 
monosaccaridi con conseguente incremento di glicemia ed insulinemia (due fattori 
metabolici chiave nella regolazione della lipogenesi)
• Regolazione delle riserve di grasso (Regolazione negativa FIAF, Fasting-Induced 
Adipose Factor nell’intestino con conseguente incremento dell’attività dell’ LPL, 
Lipoprotein-lipase)
• Regolazione della lipogenesi (Attivazione di ACC, Acetyl-CoA Carbossilasi e 
FAS, Acido Grasso Sintetasi conseguentemente all’accumulo epatico di chREBP, 
Carbohydrate Responsive Element Binding Protein e SREBP-1, Sterol Responsive 
elementi Binding Protein
• Regolazione dell’ossidazione degli acidi grassi 
6. Sequestramento di tossine batteriche e micotossine (Oelschlaeger et al., 2009). 
7. Produzione di vitamine del gruppo B, Vit. K e folato
Quanto elencato, è una sintesi del ruolo inerente l’attività microbica intestinale. Da 
queste osservazioni, è importante notare che, abitudini alimentari e stile di vita 
influenzano enormemente il tipo di attività microbica ed i suoi attori.
Purtroppo, l’equilibrio che esiste tra microrganismi potenzialmente benefici e 
potenzialmente dannosi, residenti del TG, è ancora grandemente da definire (Fig.5) ed i 
singoli effetti ancora da attribuire a membri specifici della microflora intestinale.
Tuttavia tra i vari membri del microbiota intestinale, i lattobacilli ed i bifidobatteri 
sono sicuramente ascrivibili ai microrganismi autoctoni “buoni” e vengono entrambi da 
tempo utilizzati con successo in campo alimentare e nella formulazione di probiotici. 
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Fig.5: Distribuzione media della microflora fecale dominante,  subdominante e minoritaria 
potenzialmente dannosa (lato destro) e potenzialmente benefica (lato sinistro). I phyla dominanti 
(Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria) sono ancora di difficile classificazione a causa della 
mancanza di informazioni riguardo l’attività dei singoli gruppi. I bifidobatteri tuttavia, sono 
comunemente accettati come positivi per la salute (Gelenn et al., 2008). .
1.6. Probiotici
L’affermarsi delle evidenze salutistiche nell’impiego di microrganismi capaci di 
colonizzare il tratto gastrointestinale, ha portato il mercato dei probiotici ad essere una 
delle voci principali nel commercio degli alimenti funzionali. 
Il loro impiego, sempre più diffuso, interessa un’utenza che vede nei probiotici un 
mezzo di prevenzione e cura di disturbi gastrointestinali e di rinforzo delle difese 
immunitarie innate (Boyle et al., 2006). 
Solo negli Stati Uniti, la crescita potenziale di mercato è stata stimata di 20 milioni di 
dollari al mese (Senok et al., 2005). In Australia in consumo di probiotici è aumentato 
da marzo 2005 del 22% in soli due anni (Pirani et al., 2005) mentre, nel Regno Unito si 
stimano circa 3,5 milioni di consumatori giornalieri. 
La definizione di probiotici è andata cambiando nel tempo. Dalla prima descrizione del 
1965, si è arrivati a definire come probiotico un: “supplemento di microrganismi vivi,
(solitamente appartenenti ai generi Lactobacillus e Biidobacterium) che apportano 
beneficio all’animale ospite migliorandone il bilanciamento della microflora intestinale 
(Fuller et al., 1989).” 
Tale definizione tuttavia, non tiene conto di moltissimi altri aspetti applicativi dei 
probiotici (alcuni dei quali precedentemente elencati). Inoltre, evidenze scientifiche 
dimostrano che, per ottenere alcuni benefici dall’impiego di probiotici, non è necessario 
che la cellula sia viva e neanche integra. 
Pertanto si è giunti ad una più recente definizione che recita: “i probiotici sono 
preparazioni di cellule microbiche e componenti delle cellule microbiche che apportano 
benefici alla salute e migliorano lo stato di benessere dell’ospite (Salminen et al., 
1999)”.
Tradizionalmente, i probiotici sono presenti in latti fermentati come il Kefir e il 
Gioddu (un antico probiotico italiano), vegetali fermentati e particolari preparazioni di 
carni. Tuttavia, grazie all’enorme successo commerciale, specialmente in Europa e 
Giappone, si stanno studiando nuovi “veicoli” alimentari come: formaggio, cioccolata, 
gelati, creme, ecc. 
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Inoltre, sempre più interesse riguarda l’impiego di prebiotici, cioè: “ingredienti 
selettivamente fermentescibili che comportano cambiamenti specifici nella 
composizione e/o attività, di quella parte del microbiota grastrointestinale, che migliora 
lo stato di salute e benessere dell’ospite (Gibson et al., 2004).” 
Conseguentemente il mercato ha visto di recente l’ingresso di prodotti definiti come 
simbionti (cioè composti da una combinazione esogena di probiotici e prebiotici) che 
una volta raggiunto il sito voluto permettono ai probiotici di proliferare tramite 
l’utilizzo in situ dei prebiotici presenti nella formulazione.
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1.7. Bifidobacterium spp.
I Bifidobacterium spp. sono bastoncelli pleomorfici Gram-positivi osservabili 
singolarmente, in catene o ammassi. Le principali caratteristiche dei Bifidobacterium 
spp. sono: 
• Non sporigeni 
• Non motili
• Anaerobi obbligati (alcuni possono crescere in atmosfera arricchita con CO2)
• Contenuto G+C 45-67 mol%
• Crescita nell’intervallo di temperatura 20-49.5 °C
• Optimum di crescita 37-41 °C
• Crescita nell’intervallo di pH 4.0-8.5
• Optimum di pH 6.5-7.0
• Acido tolleranti ma non acidofili
• Produzione acetato e lattato da zuccheri
• Idrolisi di una vasta gamma di polisaccaridi
• Proteolitici
• Produttori di vitamine
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Fig.6: Fotografia al microscopio elettronico di B. longum
http://jpkc.njau.edu.cn/spwswx/imgbank/tuku/Bifidobacterium%20longum.jpg
Sono state individuate 23 specie differenti, la maggior parte delle quali residenti nel 
TG. Le restanti  specie, sono localizzabili nel tratto orale e nella vagina. Tutte le specie 
producono acetato e lattato dal glucosio. Il via metabolica degli zuccheri è distintivo dei 
bifidobatteri poiché manca degli enzimi aldolasi e G-6-P deidrogenasi. Pertanto, gli 
zuccheri sono degradati esclusivamente attraverso la via del Fruttosio-6-Fosfato, il cui 
enzima chiave è il Fruttosio-6-Fosfato fosfochetolasi. Questo enzima viene utilizzato in 
campo tassonomico per identificare la specie Bifidobacterium. Tuttavia non è possibile 
utilizzarlo per discriminare i ceppi. Fermentano svariati substrati tra cui: esosi (lattosio, 
galattosio, raffinosio, saccarosio, mannitolo e sorbitolo) e polisaccaridi (amilopectina, 
amilosio, xilani e mucine). Possono metabolizzare substrati come i fruttoligosaccaridi 
che ne stimolano la crescita.  Possono idrolizzare proteine e peptidi.  Producono una 
serie di enzimi, importanti per la degradazione delle mucine, tra cui: sialidasi, α- e β-
glicosidasi, α- e β-D-glucosidasi, α- e β-D-galattosidasi e β-D-fucosidasi. Tutte le specie 
che colonizzano l’uomo sono in grado di utilizzare ione ammonio come unica fonte di 
azoto e sono produttori di una grande varietà di amminoacidi. Producono vitamine 
quali: tiamina, acido folico, acido nicotinico, piridossina, cianocobalamina e biotina. La 
crescita è stimolata da oligosaccaridi, idrolizzati proteici e glicoproteine che spesso 
vengono indicati come “fattori bifidogenici”. 
L’effetto più marcato della dieta sulla microflora intestinale è osservabile dalla 
differenze tra i neonati allattati al seno e quelli nutriti con formulazioni per l’infanzia. I 
bifidobatteri infatti, sono i microrganismi predominanti nei bambini allattati al seno 
(fino al 91% del totale della microflora) mentre, i bambini nutriti con formulazioni per 
l’infanzia presentano una componente bifida meno numerosa ed una maggiore varietà 
microbica (enterbatteri, enterococchi, eubatteri, bacteroidi, lattobacilli e cocchi).
Sulla base di analisi coltura-dipendenti, si è stimato che i bifidobatteri costituiscono 
all’incirca il 10% del microbiota intestinale di un adulto. Tuttavia, analisi coltura-
indipendenti indicano che i bifidobatteri non superino il 3% della microflora del TG.
Le specie più frequentemente isolate nel TG sono: B. pseudocatenulatum, B. longum, 
B. angulatum, B. adolescentis, B. catenulatum, B. bifidum, B. gallicum, B. infantis e 
B.breve. 
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I bifidobatteri Presentano interessanti proprietà antagonistiche tra cui:
• Ostacolano l’adesione di enteropatogeni all’epitelio intestinale
• Inibiscono la crescita microbica grazie alla produzione di metaboliti acidi
• Producono composti antimicrobici che inibiscono la crescita di B. fragilis, Cl. 
perfringens, e altri enteropatogeni
• Producono un composto lipofilico  a basso peso molecolare (3500 Da) in grado di 
uccidere Salmonella typhimurium , Listeria monocytogenes , Yersinia 
pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.
• Producono la batteriocina bifidocina B, che inibisce la crescita delle specie Listeria, 
Enterococcus, Bacillus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus.
Il genoma del B. longum è lungo 2,26 Mbp ed il suo sequenziamento (http://
cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=ntbl01) ha dimostrato la sua 
capacità di adattamento all’habitat colonico in quanto: 
• E’ omologo per enzimi necessari alla fermentazione di una grande varietà di zuccheri
• E’ omologo per enzimi necessari alla fermentazione di amminoacidi
• Presenta più di 20 peptidasi
• Presenta numerose proteine predette per il trasporto e metabolismo di carboidrati, 
incluse più di 40 glicosilidrolasi
• Presenta numerosi enzimi predetti per l’idrolisi di carboidrati tra cui: xilanasi, 
arabinosidasi, galattosidasi, neopullolanasi, isomaltasi, maltasi e inulinasi.
• Presenta tre α-mannosidasi e una endo-NAc glucosaminidasi
Questi risultati suggeriscono che, i bifidobatteri, hanno la capacità di idrolizzare ed 
utilizzare un vasto e complesso gruppo di polimeri vegetali (che sono sopravvissuti alla 
digestione nell’intestino tenue) oltre che le glicoproteine endogene prodotte nel tratto 
gastrointestinale.
Tuttavia, a differenza della grande mole di informazioni riguardanti la capacità dei 
bifidobatteri di metabolizzare le proteine e diversi polimeri vegetali, attualmente gli 
studi riguardanti la capacità di processare la componente lipidica assunta tramite la dieta 
sono ancora pochi. Ciò, è dovuto principalmente al fatto che la sede di maggior 
assorbimento lipidico -il duodeno- è anche la meno densamente popolata.
Ciò nonostante, recentemente si sta sviluppando sempre maggiore interesse riguardo la 
possibilità di impiegare, in prodotti fermentati, microrganismi autoctoni dell’uomo per 
la trasformazione di alcuni acidi grassi polinsaturi. In particolare, la produzione di 
Coniugati dell’Acido Linoleico a partire dall’Acido Linoleico risulta essere di 
particolare interesse. I riscontri positivi ottenuti, hanno portato all’ipotesi che tali 
microrganismi siano in grado di prendere parte a questi meccanismi anche all’interno 
del tratto gastrointestinale (Wall et al., 2009). Tale ipotesi, è inoltre avvalorata 
dall’osservazione che, una quantità importante di acidi grassi non viene assorbita 
nell’intestino tenue ed arriva nel colon (Tab.2) e che, fino a 40 mg di LA vengono 
espulsi quotidianamente tramite le feci. 
Tuttavia, tali lavori sono incentrati sulle potenziali proprietà salutistiche dei Coniugati 
dell’Acido Linoleico piuttosto che sulle proprietà potenzialmente deleterie per la salute 
umana del loro precursore: l’Acido Linoleico, capostipite della famiglia degli acidi 
grassi polinsaturi omega-6.
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1.8. Gli acidi grassi polinsaturi
Gli acidi grassi sono acidi monocarbossilici alifatici a lunghezza variabile. La catena 
carboniosa può essere satura, monoinsatura o polinsatura. Gli acidi grassi monoinsaturi 
presentano un doppio legame tra due atomi di carbonio adiacenti mentre, gli acidi grassi 
polinsaturi (PUFA) contengono più di un doppio legame. Gli acidi grassi linoleico ed α-
linolenico appartengono alla classe dei PUFA e sono definiti come essenziali (AGE) 
poiché non sono sintetizzabili ex-novo nelle cellule animali (mancano di desatursi che 
vanno oltre il nono carbonio) e pertanto devono essere ottenuti tramite la dieta. 
L’acido Linoleico (LA), è un PUFA 18:2n-6 cioè un acido grasso a 18 atomi di 
carbonio con due doppi legami, il primo dei quali presente al sesto carbonio a partire dal 
metile. 
L’acido α-linolenico (ALA) invece, è un PUFA 18:3n-3, cioè composto da 18 atomi di 
carbonio con due doppi legami, il primo dei quali presente al terzo carbonio a partire dal 
metile (Fig.7).
Entrambi gli acidi grassi, sono quantitativamente i più abbondanti sulla Terra. Infatti, 
l’ALA (18:3) è costitutivamente presente nelle membrane tilacoidali dei cloroplasti dei 
vegetali; l’LA (18:2) invece, viene utilizzato come grasso di riserva per le piante, per 
poi essere convertito in Acido α-Linolenico quando necessario. 
Conseguentemente, i semi sono ricchi in LA, mentre le foglie ed i tessuti fotosintetici 
sono ricchi in ALA. Il motivo, è da ricercare nel fatto che l’LA è meno sensibile 
all’ossidazione dell’ALA poiché è caratterizzato dall’avere un doppio legame in meno 
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Fig.7: Struttura dei due capostipiti delle famigli di acidi grassi n-6 ed n-3
(riducendo quindi la suscettibilità alla ossidazione di un fattore dieci). Pertanto può 
essere facilmente immagazzinato nei semi (meno soggetti quindi a fenomeni di stress 
ossidativo) fin quando sarà necessaria la sua conversione per permettere la fotosintesi 
durante la germinazione.
Entrambi gli AGE, possono essere ulteriormente allungati e desaturati, una volta 
assunti tramite la dieta, nelle cellule animali (Fig.8) ed i prodotti di tali reazioni 
vengono indicati come Acidi Grassi Polinsaturi a Catena Molto Lunga (VLPFA).
Il prodotto maggiormente sintetizzato, attraverso la via metabolica dei PUFA n-6, è 
l’Acido Arachidonico (AA, 20:4n-6), precursore degli eicosanoidi ad attività pro-
infiammatoria. Riguardo la via metabolica dei PUFA n-3, i prodotti finali maggiormente 
presenti sono l’acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e l’acido decosapentaenoico 
(DPA; 22:5n-3). L’acido decosaesaenoico (DHA, 22:6n-3) sembrerebbe invece prodotto 
in minime quantità (Burdge et al., 2006). Contrariamente ai metaboliti derivanti dall’ 
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Fig.8: Via metabolica degli acidi grassi essenziali n-6 ed n-3 ed enzimi coinvolti(Yaqoob & Calder, 2007)
LA ed in particolare dalla cascata dell’AA, a questi metaboliti ed ai loro derivati si 
attribuiscono spiccate proprietà salutistiche.
Poiché l’LA e ALA utilizzano lo stesso sistema enzimatico per la formazione dei 
VLPFA, in una situazione di equilibrio tra questi due AGE, l’LA e derivati e il DGLA 
n-6, contrastano l’effetto pro-infiammatorio degli eicosanoidi derivanti dall’AA 
attraverso tre meccanismi: 
1. Sostituzione: gli AGE n-3 diminuiscono la concentrazione costitutiva dell’AA 
all’interno dei fosfolipidi di membrana 
2. Inibizione competitiva: DGLA ed EPA competono con l’AA per l’accesso agli 
enzimi ciclossigenasi (COXs) e lipossigenasi (LOs) che portano alla formazione dei 
rispetti eicosanoidi. Inoltre, gli acidi grassi n-3 sono preferenziali al sito di attacco 
enzimatico di COX e LO rispetto agli acidi grassi n-6. L’EPA inibisce la fosfolipasi 
A2 che provoca il rilascio dell’AA dalla membrana cellulare
3. Neutralizzazione: Alcuni eicosanoidi derivanti dall’EPA e DGLA neutralizzano le 
controparti derivanti dall’AA. Ad esempio PGE1, derivante dal DGLA, neutralizza 
PGE2 derivante dalla cascata dell’AA
Tuttavia, in ragione di concentrazioni troppo elevate di LA e quindi di AA, tali 
meccanismi di controllo non riescono più ad esplicare efficacemente la loro funzione 
regolatrice poiché la predominanza di AGE n-6 sugli AGE n-3 esclude quest’ultimi dal 
sistema enzimatico oltre che, conseguentemente, impedire la formazione di VLPFA 
della serie n-3.
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1.8.1. Meccanismi di azione degli acidi grassi polinsaturi 
Gli AGE ed i VLPFA influenzano in maniera differente, a seconda della famiglia di 
appartenenza, la struttura di membrana cellulare e la sua funzionalità, la segnalazione 
cellulare, l’espressione genica ed i patterns di produzione dei  mediatori lipidici (Calder 
et al., 2003;2006; Miles et al., 1998; Yaqoob et al., 2003), attraverso i seguenti 
meccanismi di azione: 
1. Modulazione di membrana (Chapkin et al., 2008; Yaqoob et al., 2008; Shaikh et 
al., 2009): dei quattro meccanismi principali di modulazione cellulare ad opera dei 
PUFA è quello meno studiato e il più carente di informazioni. L’introito dietetico di 
PUFA comporta la loro incorporazione nelle membrane cellulari di praticamente 
tutte le cellule corporee. I PUFA vengono esterificati nella posizione sn-2 della 
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. L’unica eccezione a questa regola è 
rappresentata dai tessuti neuronali dove, i PUFA vengono esterificati  nella 
fosfatidilserina. La presenza di acidi grassi saturi, monoinsaturi, trans o PUFA, 
influenzano in maniera differente le caratteristiche meccaniche e fisiche delle 
membrane cellulari andando ad influenzare le interazioni lipidi-proteina e 
l’organizzazione laterale di membrana.
2. Metabolismo degli eicosanoidi: alcuni PUFA come l’Acido dihomo-γ-linoleico 
(DGLA, 20:3n-6), AA, EPA e DHA fungono da precursori per la sintesi, soprattutto 
a livello delle cellule del sistema immunitario innato (macrofagi tissutali, cellule 
dendritiche sentinella e neutrofili), di importanti mediatori lipidici, tra cui: 
prostaglandine, leucotrieni, lipoxine e resolvine (Fig.9) che sono coinvolti nella 
regolazione dei processi flogistici (Lewis et al., 1990; Tilley et al., 2001; Vachier et 
al., 2002; Serhan et al., 2004). Attraverso questi meccanismi, gli acidi grassi sono in 
grado di regolare la risposta funzionale delle cellule del sistema immunitario e la 
risposta immunitaria globale (produzione citochine, formazione anticorpi, 
differenziazione e proliferazione cellulare, spostamento e presentazione antigeni). 
Per ulteriori informazioni, si rimanda alla lettura delle reviews citate in bibliografia 
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(Calder et al., 1996;1998;2001;2002;2003;2006; Hwang et al., 2000; Yaqoob et al., 
2003;2004; Miles et al., 1998; Sijben et al., 2007; Stulning et al., 2004).
3. Espressione genica: i PUFA sono in grado di alterare l’espressione genica sia 
influenzando le vie di segnalazione cellulare che, interagendo direttamente con i 
ricettori nucleari (NFkappaB, PPAR, SREBP-1c) (Bardoni et al., 2006; Nakamura et 
al., 2004; Schmitz et al., 2008; Simopoulos, 2006; Weaver et al., 2009). 
In particolare, poiché gli AGE sono ottenibili sono tramite la dieta, quest’ultima risulta 
esserne il principale mezzo di modulazione e conseguentemente la principale 
responsabile degli effetti degli AGE e derivati sulla salute.
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Fig.9: Via metabolica degli AGE n-3 ed n-6 ed eicosanoidi derivanti; pg = peostaglandine; lt = 
leucotrieni; tx = trombossani; pgi = prostacicline. In rosso sono evidenziati i prodotti pro-infiammatori 
derivanti dall’AA
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/58/EFA_to_Eicosanoids.svg
1.8.2. Nomenclatura degli eicosanoidi
Gli AGE una volta liberati nel citosol cellulare, ad opera di specifiche fosfolipasi che 
agiscono in seguito particolari segnali infiammatori, vengono ossidati e 
successivamente modificati a formare eicosanoidi.
A seconda che si tratti di AA, DGLA ed EPA si formeranno differenti eicosanoidi che 
condividono gli stessi meccanismi di trasformazione.
Infatti, esistono tre classi di eicosanoidi e duo o tre serie all’interno di ogni classe. In 
particolare, l’ossidazione ad opera delle ciclossigenasi (COXs), porta alla rimozione di 
due doppi legami con conseguente formazione di prostaglandine (PGs), trombossani 
(TXs) e prostacicline (PGIs).
L’ossidazione ad opera delle lipossigenasi (LOs) non rimuove doppi legami e conduce 
alla formazione di leucotrieni (LKs).
Successivamente all’ossidazione, gli eicosanoidi sono ulteriormente trasformati 
andando a formare una serie. I membri di una serie sono identificati dalla successione 
delle lettere dell’alfabeto (ABC...) e numerati in base al numero di doppi legami.
Ad esempio, l’attività della COX sull’AA (20:4n-6, che rimuove due dei quattro doppi 
legami presenti) porta alla formazione dei trombossani appartenenti alla serie 2 (TXA2, 
TXB2...), mentre la LO (che non rimuove doppi legami) porta alla formazione dei 
leucotrieni serie 4 (LT4A, LT4B...). Analogamente, l’attività della COX sull’EPA 
(20:5n-3, che rimuove due dei cinque doppi legami presenti) porta alla formazione dei 
trombossani appartenenti alla serie 3 (TXA3, TXB3...), mentre la LO porta alla 
formazione dei leucotrieni serie 5.
1.8.3. Biosintesi degli eicosanoidi derivanti dallʼAcido Arachidonico
La biosintesi degli eicosanoidi derivanti dall’AA dipende dalla disponibilità di 
quest’ultimo in forma libera nel citosol cellulare. L’AA si distacca dalla membrana 
cellulare in seguito all’azione dell’enzima fosfolipasi citosolica A2 (cPLA2) (Fig.11) 
che, viene attivato quando un tessuto è soggetto ad alcuni stimoli fisiologici o patologici 
(fattori di crescita, ormoni, citochine). A questo punto, l’AA può essere metabolizzaato 
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enzimaticamente a produrre eicosanoidi, attraverso tre vie metaboliche distinte: la P-450 
epossigenasi, le COXs (clicolossigenasi) e le LOXs (lipossigenasi).
Attraverso la via metabolica del P-450 epossigenasi vengono prodotti acido 
idrossieicosatetraenoico (HETEs) ed epossidi. La COX pathway produce PGG2 e PGH2 
che vengono successivamente convertiti in prostaglandine (PGs) e trombossani (TXs). 
L’enzima COX esiste in due isoforme. La COX-1 (codificata da un gene espresso 
costitutivamente) e la COX-2 (codificata da geni espressi a risposta precoce, IEGs). Le 
lipossigenasi, sono più numerose, e convertono l’AA in diversi acidi 
idrossiperossieicosatetraenoico (HPETEs) e HETEs. Il 5-HETE è convertito nel 
leucotriene LTA4 che è il precursore di LTB4, CysLTs (LTC4, LTD4 e LTE4) e lipoxine 
(LXA4 e LXB4) (Harizi et al., 2008). 
Analogamente, l’ EPA e DGLA sono interessati dagli stessi meccanismi biochimici di 
conversione, che portano alla formazione di molecole simili ma dall’effetto fisiologico 
generalmente opposto agli eicosanoidi derivanti dalla cascata dell’AA.
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Fig.11: La cascata dell’AA; eicosanoidi derivanti ed i rispettivi effetti fisiologici
http://www.genome.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map07034&keyword=arachidonic
1.9. Il rapporto PUFA n-6/n-3
Diversi studi antropologici, nutrizionali e genetici, evidenziano che, negli ultimi 10000 
anni, la dieta umana sia notevolmente variata. In particolare, i maggiori cambiamenti 
sono avvenuti negli ultimi 150 anni, soprattutto per quanto riguarda il tipo e la quantità 
di acidi grassi ingeriti e l’assunzione di Vitamina C ed E (Simopoulos et al., 
1990;1991;1999;2004; Eaton et al., 1985; Cordain et al., 1999).
Infatti, si stima che, l’attuale dieta occidentale sia carente in acidi grassi essenziali n-3 
a favore di una maggiore presenza di acidi grassi essenziali n-6 con un rapporto n-6/n-3 
di all’incirca 15:1 invece che di 1:1-4:1 come doveva essere quella dell’uomo durante il 
corso della sua evoluzione (Simopoulos, 2006).
Nel corso della millenaria storia umana, fino a 150 anni fa, è esistito quindi, un introito 
bilanciato di AGE appartenenti alla serie n-3 ed n-6. 
Pertanto, geneticamente parlando, l’uomo moderno si trova in un contesto nutrizionale 
molto differente da quello nel quale è evoluto.
L’incremento del rapporto n-6/n-3 è dovuto ad un aumentato consumo di oli vegetali, 
di semi e prodotti derivanti (biscotti, snacks, fast-foods), al limitato consumo di pesce e 
la minor presenza di AGE n-3 nel pesce di allevamento rispetto a quello pescato che si 
nutre di fitoplancton, le minime quantità di AGE n-3 nelle carni provenienti da animali 
alimentati con mangimi molto poveri in AGE n-3 e la produzione di vegetali a foglia 
verde estremamente deprivati del loro patrimonio nutrizionale.
Come abbiamo accennato, gli AGE non sono intra-convertibili e competono per lo 
stesso sistema enzimatico. Inoltre, presentano caratteristiche metaboliche e funzionali 
distinte e spesso opposte. 
Infatti, all’attività della via metabolica dell’Acido Linoleico (18:2n-6) ed in particolare 
agli eicosanoidi, derivanti dalla cascata dell’Acido Arachidonico (Fig.11), sono 
implicate molte delle patologie croniche moderne, quali: malattie cardiovascolari, 
diabete, cancro, obesità, malattie autoimmuni, artriti reumatoidi, asma, depressione, 
disturbi bipolari oltreché tendenza all’omicidio (Fernandes, 2008; Harizi et al., 2008; 
Simopoulos, 2006).
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Invece, alla via metabolica dell’Acido α-Linolenico (18:3n-3), ed in particolare all’ 
EPA (ed agli eicosanoidi derivanti), DPA, ed al DHA, sono riconosciuti effetti anti-
infiammatori che riducono il rischio per le patologie di cui sopra.
Il DGLA (20:3n-6), offre una terza via di produzione di eicosanoidi ai quali vengono 
riconosciuti effetti analoghi a quelli derivanti dall’EPA, anche se, complessivamente 
meno influenti rispetto a quest’ ultimi. 
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1.9.1. Fonti Alimentari degli Acidi Grassi Essenziali e derivati
In quanto Acidi Grassi Essenziali, l’Acido α-Linolenico, l’Acido Linoleico, sono 
esclusivamente ottenibili tramite la dieta. 
Di seguito saranno riportati alcuni alimenti e la quantità di AGE e VLPFA che li 
caratterizzano. Inoltre, sono stati calcolati i rapporti in AGE n-6/n-3 dei rispettivi 
alimenti (Tab. 5-24).
Infatti, data la particolarità della via metabolica degli AGE, non è importante solo 
l’abbondanza dell’LA ed ALA presi singolarmente ma anche il loro rapporto. 
Per informazioni dettagliate su una più ampia varietà di alimenti fare riferimento a: 
“FATTY ACIDS IN FOODS and their HEALTH IMPLICATIONS Third Edition, Ching 
Kuang Chow editore CRC Press pagg. 87-335”.
Prodotti Carnei
AGE Vacca Agnello Maiale
% LA 18:2n-6 2,42 2,70 14,2
% ALA 18:3n-3 0,70 1,37 0,95
% AA 20:4n-6 0,64 0,64 2,21
% EPA 20:5n-3 0,28 0,45 0,31
% DHA 22:6n-3 0,05 0,15 0,39
n-6/n-3 3 1,7 10
Totale Acidi Grassi (g/100g muscolo) 3,8 4,9 2,2
 Tab. 5: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali del muscolo Longissimus della vacca, agnello 
e maiale. Valori medi risultanti da 50 campionature per specie
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Concentrato Foraggio erboso
AGE TG FL TG FL
% LA 18:2n-6 1,7 18,4 0,6 5,8
% ALA 18:3n-3 0,1 0,4 0,4 3,3
% AA 20:4n-6 ND 10,4 ND 3,7
% EPA 20:5n-3 ND  0,4 ND 2,7
% DHA 22:6n-3 ND 0,1 ND 0,4
n-6/n-3 17 32 1,5 17,57
Tota le Acidi Grass i (g /100g 
muscolo)
4,7 0,6 8,9 1,5
Tab.6: Composizione percentuale in AGE di trigliceridi (TG) e fosfpolipidi (FL) nel muscolo 
Longissimus di vitelli alimentati con foraggio erboso o concentrato
AGE Concentrato Pascolo
% LA 18:2n-6 9,7 6,8
% ALA 18:3n-3 0,7 2,3
% AA 20:4n-6 3,3 2,6
% EPA 20:5n-3 0,4 1,3
% DHA 22:6n-3 0,3 0,6
n-6/n-3 9 2,2
Totale Acidi Grassi (g/100g muscolo) 1,96 1,85
Tab. 7: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totale del muscolo Semimembranosus dell’agnello
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Latte e derivati
AGE Latte (g/100g) Burro (g/100g) Burro BIO (g/100g)
LA 18:2n-6 2,9 2 1,8
ALA 18:3n-3 0,3 0,48 1,2
n-6/n-3 9,7 4 1,5
Tab.8: AGE nel latte bovino
Trattamento Foraggio a maisb Foraggio erbosob
AGE (g/100g) Controlloa A B A B
LA 18:2n-6 1,41 3,29 3,66 3,21 3,91
ALA 18:3n-3 0,42 0,24 0,20 0,40 0,32
AA 20:4n-6 0,00 0,10 0,10 0,09 0,09
EPA20:5n-3 0,05 0,09 0,09 0,07 0,08
DHA22:6n-3 0,00 0,07 0,06 0,04 0,06
n-6/n-3 3 8,5 11 6 9
Tab.9: Effetto della dieta sulla composizione in AGE del latte bovino.
aLa dieta del controllo consiste in foraggio erboso 600g/kg peso secco più mix concentrato proteico
bIl trattamento consiste in mix di foraggio a mais ed erba costituiti da 650 (A) o 350 (B) g/kg p.s. più   
concentrato proteico (30 g/kg p.s.) e mix (2:3 p/p) di olio di pesce e girasole
AGE (g/100g) Brie Emmental Ricotta
Yogurt 
magro
Yogurt 
naturale
LA 18:2n-6 0,58 0,456 0,04 0,03 0,08
ALA 18:3n-3 0,21 0,131 0,11 0,01 0,03
n-6/n-3 2,8 3,5 0,36 3 2,7
Tab.10: Composizione (g/100g) in AGE di alcuni prodotti caserai
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Pollame ed uova
Muscolo bianco Muscolo rosso
AGE Senza pelle Con pelle Senza pelle Con pelle
LA 18:2n-6 0,22 2,07 0,82 3,55
ALA 18:3n-3 0,01 0,10 0,04 0,17
AA 20:4n-6 0,06 0,06 0,10 0,09
EPA 20:5n-3 0,01 0,01 0,01 0,01
DHA 22:6n-3 0,02 0,02 0,04 0,03
n-6/n-3 7 16 10 26
Tab.11: Composizione in AGE della Gallina da carne cruda (g/100g parte edibile)
Carne Cruda Carne Cotta
Senza pelle Con pelle Senza pelle Con pelle
LA 18:2n-6 0,67 4,69 1,29 3,36
ALA 18:3n-3 0,08 0,39 0,14 0,29
n-6/n-3 8 12 9 11
Tab. 12: Composizione in AGE dell’Anatra (g/100g parte edibile)
AGE
Uova 
gallina
Uova 
anatra
Uova 
oca
Uova 
quaglia
Uova 
struzzo
LA 18:2n-6 1,15 0,56 0,68 0,94 1,17
ALA 18:3n-3 0,03 0,10 0,55 0,04 0,08
AA 20:4n-6 0,14 0,32 0,28 0,12 0,13
n-6/n-3 43 8,8 1,7 26,5 2,8
Totali grassi 9,94 13,77 13,27 11,09 11,88
Tab.13: Composizione in AGE delle uova crude di diversi volatili (g/100g edibili)
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Becchime Aggiunta
LA 
18:2n-6
ALA 
18:3n-3
AA 
20:4n-6
EPA 20:5n-3 
+
DHA 22:6n-3
n-6/
n-3
Mais 16 0,3 2,4 0,8 19
Mais
3% Olio di 
Canola
15 1,1 2,1 1,6 6
Miglio 13 0,6 2,3 1,3 7
Miglio
3% Olio di 
Canola
15 1,3 1,9 1,6 6
Mais
3% Olio di 
Pesce
13 0,6 0,8 5,3 2
Mais
8% Semi di 
lino
14 4,1 1,4 2,4 3
Pooled SEM 0,2 0,2 0,2 0,3 0,9
Tab.14: Effetto della dieta sulla composizione acidica delle uova da galline da covaa,  espressa in 
percentuale di Acidi Grassi Totali 
aValori medi di tre uova per serie, otto serie per trattamento con prelievo a 7 settimane dall’inizio 
trattamento 
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Pesci e Molluschi
Filetti di Salmone
AGE Atlantico Pacifico
Filetto di 
Aringa
Salmone 
affumicato 
(pacifico)
Tonno 
sott’olio
LA 18:2n-6 1,1 1,2 1,0 1,6 51,4
ALA 18:3n-3 0,6 1,3 2,0 1,3 7,4
AA 20:4n-6 0,5 1,3 tracce 0,7 0,3
EPA 20:5n-3 4,6 8,2 7,5 9,0 0,2
DHA 22:6 n-3 11,9 12,5 6,8 14,1 1,6
n-6/n-3 1,1 0,1 0,06 0,1 5,6
Tab.16: Composizione percentuale in AGE di alcune specie ittiche di largo consumo
Granchio Vongola
AGE King Queen
Gambero 
dell’Alaska
Ostrica 
europea
TG PL Capasanta
LA 18:2n-6 3,2 0,7 1,5 1,7 0,7 0,3 0,1
ALA 18:3n-3 3,3 0,2 1,4 3 0,2 2,2 1,2
AA 20:4n-6 0,6 3,9 0,4 1,7 0,7 1,1 3,4
EPA 20:5n-3 21,5 30,5 22,0 17,0 20,1 13,8 26,0
DHA 22:6 n-3 10,2 13,3 16,0 11,1 5,1 9,7 24,1
n-6/n-3 0,1 0,8 0,05 0,1 0,05 0,05 0,07
Tab.17: Composizione percentuale in AGE di alcuni molluschi e crostacei
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Cultivars
AGE GS224 MR13 Jumbo Semi pomodoro
LA 18:2n-6 17,3 26,2 22,5 27,1
ALA 18:3n-3 19,4 24,3 20,9 2,6
n-6/n-3 0,9 1,1 0,9 10,4
Tab.18: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali di pomodori da serra
AGE Verza Cavolfiore Rape
LA 18:2n-6 14 14,2 19,2
ALA 18:3n-3 16,9 58,0 56,6
n-6/n-3 0,9 0,2 0,3
Tab.19: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali di alcune Brassicaceae
AGE Borlotto Cannellino Fagiolini Lenticchie Lupini Piselli Soia
LA 
18:2n-6
0,1 0,09 0,023 0,166 0,188 0,082 4,465
ALA 
18:3n-3
0,177 0,117 0,036 0,035 0,052 0,019 0,598
n-6/n-3 0,5 0,7 0,6 4,7 3,6 4,3 7,5
Tab.20: Composizione (g/100g) in AGE di acluni legumi cotti
41
Olio di semi e vegetali
LA 18:2n-6 ALA 18:3n-3 n-6/n-3
Burro vaccino 2,9 0,5 5,8
Burro di cacao 2,9 9,2 0,6
Sego di vacca 2,2 0,6 3,7
Sego di pecora 4,0 1,3 3
Lardo 9,9 0,1 99
Olio di arachidi 31,4 - >100
Olio di avena 1,5 - >100
Olio di canola 18,7 9,2 2
Olio di cocco 1,5 - >100
Olio di girasole 68,2 0,5 >100
Olio di lino 15,9 52,7 0,3
Olio di mais 57,0 0,9 64
Olio di oliva 10,0 0,6 16
Olio di palma 9,4 0,3 31,4
Olio di semi di cotone 53,3 0,3 >100
Olio di sesamo 43,3 0,2 >100
Olio di soia 53,2 7,8 6,8
Tab.21: Composizione percentuale in AGE di olii vegetali ed alcuni grassi animali
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Tab.22: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali del mais in diversi periodi dalla fioritura
Frutta
% Lipidi LA 18:2n-6 ALA 18:3n-3 n-6/n-3
Arancia 0,3 28,6 11,1 2,6
Banana 0,2 16,1 21,7 0,7
Fico 53,3
Limone 0,3 45,3 18,7 2,4
Mela 0,4 48,9 10,1 4,8
Mirtillo 0,5 58,7 27,1 2,2
Oliva 51 0,5 0,5 1
Pera 0,4 46,5 0,5 93
Prugna 0,6 22,7
Uva 0,6 37,3 9,8 3,8
Tab.23: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali del mesocarpo della frutta
% Lipidi LA 18:2n-6 ALA 18:3n-3 n-6/n-3
Anacardo 46,5 15,6 tr >100
Castagna 2,5 24,9 2,7 9,2
Mandorla 50-65 40,5 0,6 67,5
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Noce 67,4 57,4 13,1 4,4
Noce Brasiliana 68,7 57,6 3,9 14,8
Pinolo 50,7 45,2 1,4 32,3
Pistacchio 54 17,8 0,3 60
Tab. 24: Composizione percentuale in AGE dei lipidi totali della frutta guscio
Da quanto riportato, si può notare che, la classe di alimenti a più elevato rapporto n-6/
n-3 sono gli olii di semi e vegetali e, conseguentemente, tutti gli alimenti che li 
contengono e che fanno capo all’industria da forno e dolciaria, fastfoods, snacks e fritti. 
Inoltre, sia le pratiche di allevamento intensive, così come la coltivazione estensiva, 
impoveriscono drasticamente il contenuto di AGE n-3 e lo arricchiscono di AGE n-6, 
innalzando il rapporto n-6/n-3. Ciò, si può constatare confrontando carni, pollame ed 
uova ottenuti da allevamento intensivo ed alimentati a grano con le corrispettive 
biologiche o da pascolo.
In merito ai prodotti ittici essi, sono generalmente riconosciuti come ricchi di AGE n-3 
e VLPFA n-3. Ricordiamo però che, gli organismi animali non sono in grado di 
sintetizzare gli AGE, pertanto la loro ricchezza in questi composti (ed in particolare 
modo EPA e DHA) è derivata dall’alimentazione a base di fitoplancton. Pertanto, 
nuovamente, anche tra i prodotti ittici esiste una netta differenza tra i prodotti 
dell’acquacoltura ed i pesci selvatici (soprattutto quelli grassi provenienti da acque 
fredde) che possono nutrirsi di fitoplancton.
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Giorni dalla fioritura
AGE 10 15 30 45 60 75 90
LA 18:2n-6 49,8 58,0 59,7 60,9 55,2 50,5 46,9
ALA 18:3n-3 13,0 7,7 5,2 4,4 4,4 3,4 1,9
n-6/n-3 3,8 7,6 11,5 13,8 12,5 14,9 24,7
Riguardo i prodotti vegetali, nel corso dell’evoluzione umana, si è operata una 
selezione a favore delle specie che fossero caratterizzate da più lunghi periodi di 
conservazione.
Tale selezione, ha portato consapevolmente (es. soia) ed inconsapevolmente (es. 
spinaci) a scegliere le varietà più povere in ALA poiché caratterizzate da shelf-life più 
lunghe. Così facendo però, si è ottenuto un peggioramento del rapporto n-6/n-3.
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1.10. Acidi Grassi essenziali, “cattivi” vs “buoni”?
Da quanto detto, verrebbe spontaneo chiedersi il perché l’Acido Linoleico, capostipite 
della famiglia di acidi grassi n-6, sia definito un acido grasso essenziale. Non è infatti, il 
precursore di tutta una serie di composti dall’azione sicuramente deleteria per la salute 
umana? Per rispondere a questa domanda, bisogna ricordare che, in natura nulla è 
casuale e tutte le parti interagenti di un sistema sono in equilibrio tra di loro. Questo, a 
prescindere dal “livello” di osservazione adottato. 
E’ quando si altera l’equilibrio di un organismo che l’omeostasi biologica si rompe 
andando incontro a tutta una serie di problematiche.
Infatti, per un uomo vissuto 150 anni fa o per un raro contemporaneo che può (il volere 
non è necessariamente determinante) adottare uno stile di vita corretto, bilanciato e 
genuino, soprattutto nella dieta, l’Acido Linoleico n-6 nel giusto equilibrio con l’Acido 
α-Linolenico n-3 risulta fondamentale in numerosi processi fisiologici. Infatti, una 
carenza di acidi grassi n-6 comporta lesioni della cute, anemia, trombocitopenia, 
steatosi epatica, cicatrizzazione ritardata, aumentata suscettibilità alle infezioni, diarrea 
e ritardo di crescita nell’età evolutiva. 
Inoltre, l’AA, derivante dall’Acido Linoleico, è uno degli acidi grassi più abbondanti 
nel cervello. Infatti, insieme al DHA, costituiscono all’incirca il 20% del totale lipidico 
cerebrale. Tra le varie funzioni, l’AA aiuta a mantenere la fluidità delle membrane 
cellulari dell’ippocampo (Fukaya et al., 2007), a proteggere il cervello dallo stress 
ossidativo (Wang et al., 2006) ed attiva la proteina sintaxina-3 (STX-3) che è coinvolta 
nella crescita e riparazione neuronale (Darios et al., 2006). Inoltre, è uno dei principali 
determinanti dello sviluppo neurologico del bambino (Agostoni 2008; Belkind-Gerson, 
et al., 2008;  Hadders-Algra, 2008; Innis, 2007; Oken et al., 2008; Schuchardt et al., 
2009). 
Il ruolo dell’AA nel cervello è così complesso che, ha portato all’affermazione: ”la 
cascata dell’acido arachidonico è, probabilmente, il sistema di segnalazione più 
complesso che i neurobiologi si siano mai trovati ad affrontare.” (Piomelli, http://
www.acnp.org/g4/GN401000059/Default.htm)”.
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Pertanto, non esistono acidi grassi “cattivi” o “buoni” in termini assoluti. Infatti, la 
pericolosità derivata dagli AGE n-6 è quasi esclusivamente di origine comportamentale 
cioè, dettata dalle abitudini alimentari e dallo stile di vita. Analogamente, un eccesso di 
AGE n-3, porterebbe comunque ad uno squilibrio in lipidi essenziali. Infatti, studi 
recenti suggeriscono che, un eccesso di AGE n-3 nella dieta durate la gravidanza, 
comporta un abbassamento della longevità della progenie ed un maggior rischio di 
insorgenza di disturbi neurologici e sensoriali (Churck et al., 2009). Inoltre, un eccesso 
di AGE n-3 potrebbe portare ad uno sbilanciamento nei meccanismi di 
immunosoppressione aumentando il rischio di infezione (Anes et al.,2008 Shaikh et al., 
2008) oltre che di aumentato rischio di stress ossidativo per le membrane cellulari.
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1.10.1. Quantità di AGE n-3 ed n-6 necessari per avere un effetto salutistico in 
base alla popolazione di appartenenza
“You have to reduce your omega-6 if you want to get any benefit from omega-3s”
Alexander Leaf
In un recente studio (Hibbeln et al., 2006), sono state calcolate le assunzioni ottimali di 
VLPFA n-3 (EPA, DPA e DHA) in rapporto all’LA e AA consumati, per ottenere una 
riduzione del rischio di insorgenza di malattie cardiovascolari e disturbi mentali 
(depressioni maggiori, depressione post-parto, disturbi bipolari). In particolare, si è 
scelto come riferimento la dieta Giapponese. Infatti, ad un consumo calorico giornaliero 
in VLPFA n-3 di 0,374 % (750 mg/giorno) è associata una bassissima insorgenza di 
questi disturbi (Tab. 26). Tale assunzione giornaliera, corrisponde a circa il 60%, in 
VLPFA n-3, della composizione acidica tissutale. Tale valore, è stato quindi usato come 
parametro di riferimento per calcolare i quantitativi ottimali di VLPFA n-3, per le altre 
nazionalità, in grado di proteggere il 98% della popolazione dal rischio di insorgenza 
delle patologie. Inoltre, come riferimento aggiuntivo, è stata indicata la soglia del 50% 
in VLPFA n-3 della composizione acidica tissutale, che corrisponde ad una classica 
dieta mediterranea (Tab. 27).
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Tab.26: Introito energetico giornaliero in VLPFA n-3 (EPA+DPA+DHA) in relazione alla nazionalità di 
 appartenenza (VLPFA = LCFA)
 1CHD, malattie coronariche; CVD, malattie cardiovascolari
 2Totale mortalità/100000 popolazione 
 (Hibbeln et al., 2006)
49
Tab.27: assunzione di VLPFA n-3 (EPA+DPA+DHA) necessari per raggiungere i valori di riferimento 
 del 50% (dieta mediterranea) e 60% (dieta giapponese) basati sull’influenza dell’introito in 
 mg/giorno di LA, ALA ed AA. I valori in mg/giorno di VLPFA n-3 sono basati su un introito 
 calorico totale di 2000 kcal/giorno (Hibbelen et al., 2006).
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Dai dati riportati, risulta che, per garantire l’obiettivo del 60% (considerando il 
consumo riportato in tabella di LA, AA ed dell’ALA), di VLPFA n-3 in USA si 
dovrebbero consumare 3,5g di EPA+DHA/giorno. Tale valore si potrebbe ridurre ad un 
decimo riducendo l’introito di LA+AA al di sotto del 2% del totale energetico 
giornaliero (invece che il 9%).
Analogamente, in Italia, per garantire l’obiettivo del 60% di VLPFA n-3 si dovrebbero 
consumare 2,1g di EPA +DHA/g. Tale valore si potrebbe ridurre ad un decimo 
riducendo l’introito di LA+AA n-6 al di sotto del 1,2 % del totale energetico giornaliero 
(invece che il 5,46%) (Hibbelen et al., 2006).
Recentemente, l’EFSA ha proposto i valori di RDI (introito giornaliero raccomandato) 
per gli AGE n-3 ed n-6 ed i rispettivi VLPFA (The EFSA journal, 2009, 1176, 1-11), in 
risposta alla richiesta della Commissione Europea intenzionata a intraprendere la 
procedura di autorizzazione riguardo i claims salutistici degli AGE. Tale proposta però, 
non è stata ben accolta dal mondo accademico che ne ha messo in discussione numerosi 
aspetti. (http://www.nutraingredients.com/Regulation/Scientists-unite-to-stop-omega-3-
Euro-mad-rush; http://www.nutraingredients.com/Regulation/Scientists-protest-as-EC-
validates-omega-3-labelling-rule; http://www.nutraingredients.com/On-your-radar/
Omega-3/Scientists-attack-proposed-EU-omega-3-DRVs).
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Etichettatura sull’assunzione giornaliera di AGE n-3 ed n-6 proposta dall’ EFSA
AGE n-3 α-Linolenico = 2 g/giorno (circa l’1% dell’introito energetico giornaliero)
AGE n-3 DHA + EPA = 250 mg/giorno
AGE n-6 Linoleico = 10 g/giorno (circa il 4% dell’introito energetico giornaliero)
1.11. Migliorare il rapporto n-6/n-3
La conseguenza delle osservazioni di cui sopra, ha portato all’invito, principalmente da 
parte dei nutrizionisti, a migliorare il rapporto n-6/n-3.
Le strategie adottabili, proposte attualmente, sono riassumibili in due approcci che 
prevedono: 
1. aumento del consumo di prodotti ricchi in AGE n-3 e VLPFA n-3
2. diminuzione del consumo di prodotti ricchi in AGE n-6 ed AA
Per perseguire la prima strategia, si consiglia: 
• maggiore consumo di vegetali a foglia, in particolare spinaci, lattuga, broccoli, porri 
e cavoli 
• maggiore consumo di prodotti ittici. Tale approccio dietetico è consigliabile ma con 
alcune riserve. Infatti i prodotti ittici, gli alimenti ricchi per eccellenza in AGE n-3 
VLPFA n-3, sono oggigiorno vittima dell’inquinamento ambientale che, si trasferisce 
verticalmente nella catena trofica fino all’uomo. Infatti, al consumo di prodotti ittici è 
associato un rischio maggiore di assunzione di metalli pesanti, in particolare 
mercurio, piombo, nickel, arsenico e cadmio e contaminanti lipofili altamente tossici 
come PCB e diossine. A questo proposito, si stanno stabilendo criteri per indagare e 
stabilire i rapporti rischio\beneficio nel consumo di questi prodotti (Genuis, 2008; 
Ginsberg et al., 2009; Mozaffarian, 2009; Oken et al., Apr. 2008; Mag.2008; Sioen et 
al., 2007). Inoltre, al consumo dei prodotti ittici, è sempre stata associata una certa 
difficoltà d’uso e reperibilità che ne limita il consumo a determinate zone 
geografiche.
• consumo di prodotti con un rapporto n-6/n-3 migliorato, come carni, prodotti 
caseari, pollame e uova derivanti da allevamenti BIO o da pascolo. Tale approccio, 
incontra però alcune difficoltà legate al prezzo dei prodotti BIO (al quale sovente non 
viene correlato un beneficio tangibile), ed alla reperibilità
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• consumo di supplementi dietetici, in particolare olio di pesce. Tale approccio, anche 
se più fruibile rispetto al consumo diretto di prodotti ittici, va ponderato con 
attenzione. Infatti, gli acidi grassi purificati, ed in particolar modo quelli polinsaturi, 
sono altamente reattivi e vanno incontro molto rapidamente a fenomeni di 
perossidazione lipidica, generando prodotti radicalici altamente tossici per l’uomo 
(Bays, 2007; Fritsche et al., 1988; Kinsella, 1991; Kulas et al., 2001; Luczaj et al., 
2006; Luley et al., 1988). Attualmente si cerca di porre rimedio al problema con 
l’aggiunta di antiossidanti (es.Vit. E). Tuttavia, l’impiego di antiossidanti, anche a 
livelli superiori di quelli raccomandati come dose giornaliera, non annulla totalmente 
il deterioramento ossidativo (Gonzalez et al., 1992). Inoltre, manca una normativa 
che stabilisce i limiti dei prodotti dell’autossidazione. Pertanto, ricorrere all’impiego 
di supplementi dietetici ricchi di acidi grassi della serie n-3, allo stato attuale, non è 
una strategia consigliabile salvo gravi stati patologici.
Alternativamente, un’altra strada percorribile, riguarda la diminuzione del consumo di 
alimenti ricchi in AGE n-6. Tale strategia è più difficilmente percorribile poiché:
• i prodotti carnei e caseari presentano anch’essi un rapporto n-6/n-3 sbilanciato. 
Infatti, anche la dieta degli animali ad allevamento intensivo è povera della frazione di 
AGE n-3 e ricca di AGE n-6. Conseguentemente, anche i prodotti caseari che ne 
derivano, rispecchiano lo sbilanciamento in AGE degli animali. Analogamente, il 
pollame e le uova derivanti da allevamento in gabbia e alimentati a  granaglie 
risultano avere un rapporto n-6/n-3 non ottimale 
• i prodotti da forno, ricchi di olii vegetali e di semi e margarine, non sono 
comunemente percepiti come potenzialmente dannosi per la salute a causa della 
ricchezza in LA
• la selezione (volontaria ed involontaria) di specie vegetali a basso contenuto di Acido 
α-Linolenico, per aumentarne la shelf-life, ne ha peggiorato il rapporto n-6/n-3 
• lo stile di vita frenetico ed esigenza di consumare i pasti rapidamente ha portato ad 
un maggior consumo di alimenti da fast-food e rosticceria ricchi in PUFA n-6.
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• il mercato alimentare è l’informazione al pubblico spingono al consumo di 
alimenti ricchi (e soprattutto arricchiti) in PUFA n-3, piuttosto che al non consumo 
di alimenti ricchi di PUFA n-6 (evidentemente anch’essi facente parte di una 
grandissima fetta del mercato alimentare)
Tuttavia, anche se la strategia attualmente promossa sia dai dietisti che dai media 
(entrambi spinti da forti interessi economici), è quella di “migliorare” il rapporto n-6/
n-3 attraverso un consumo maggiore di PUFA n-3, quest‘ultimo non risulta essere 
l’approccio preferibile.
Infatti, alla luce delle recenti evidenze scientifiche e delle raccomandazioni dell’ EFSA, 
sarebbe preferibile migliorare il rapporto n-6/n-3 attraverso la diminuzione dei PUFA 
n-6, piuttosto che cercare di porre rimedio ad una dieta scorretta aumentando il 
consumo di alimenti ricchi in PUFA n-3.
Infatti, oltre agli aspetti negativi legati al consumo di alimenti ricchi in PUFA n-3 che 
abbiamo presentato, è comunque consigliabile non superare i limiti proposti di PUFA 
n-3 nel tentativo di migliorare in rapporto n-6/n-3. Ciò trova riscontro dall’osservazione 
che, in un contesto di dieta equilibrata (ALA=LA = 4/1), un introito di PUFA superiore 
all’1% del totale calorico non apporta solitamente maggiori benefici per l’uomo.
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1.1. Coniugati dellʼAcido Linoleico
I Coniugati dell’Acido Linoleico (CLA), sono un gruppo di almeno 25 isomeri 
posizionali e geometrici dell’Acido Linoleico. Presentano due doppi legami coniugati in 
posizione 8 e 10, 9 e 11, 10 e 12 o 11 e 13 che, possono essere in configurazione sia cis 
che trans (Fig.12). 
Questi composti, sono storicamente conosciuti per essere sintetizzati tramite la 
fermentazione microbica del batterio Butyrinvibrio fibrisolvens nel rumine degli animali 
ruminanti. Per questo motivo, i CLA sono presenti quasi esclusivamente nelle carni dei 
ruminanti e nei prodotti caseari (Lawson et al., 2001).
1.1.1. Effetti fisiologici dei Coniugati dellʼAcido Linoleico
L’isomero isolato più abbondantemente dai prodotti carnei e caseari e dai test condotti 
in vitro con l’impiego di lattobacilli e bifidobatteri, è l’Acido Rumenico cis 9, trans 
11-18:2n-7 (RA c9,t11-18:2), seguito dal t10,c12-18:2n-7 (Fig.12). Da diversi studi, 
risulta che gli effetti fisiologici dei CLA siano isomero-specifici (Churruca et al., 2008; 
Pariza et al., 2004; Whale et al., 2004).
L’interesse per questa classe di composti, è nata quando Pariza e collaboratori, 
identificarono i CLA come potenti agenti anti-cancerogenici:
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Fig.12: Struttura chimica dei CLA (c9/t11 e t10/c12) e dell’Acido Linoleico
“pochi anticarcinogeni, e sicuramente nessun altro acido grasso conosciuto, sono 
efficaci quanto i CLA nell’inibire la carcinogenesi in questi modelli.”  (Ha et al.,1987). 
Da allora, i CLA sono stati soggetti di numerosi studi che hanno confermato questo 
(Kelley et al., 2007; Maggiora et al., 2004) ed altri effetti benefici tra cui: diminuzione 
del grasso addominale, crescita muscolare migliorata, abbassamento di colesterolo e 
trigliceridi, abbassamento dell’insulina resistenza, riduzione alle risposte allergiche al 
cibo, rigenerazione ossea e miglioramento del sistema immunitario (Field et al., 2004; 
Milner, 1999; Park et al.,  2007; Rainer et al.,2004; Sailas et al., 2009; Salas-Salvado et 
al., 2006).
Tuttavia, questi risultati sono principalmente basati su studi condotti in vitro e su 
animali. In confronto, gli studi condotti su soggetti umani sono ancora scarsi (Rainer et 
al., 2004). Inoltre, sono stati riportati alcuni effetti negativi (Pariza et al., 2004) come, 
accumulo di grassi nel fegato e milza, induzione della carcinogenesi al colon e 
iperproinsulinemia (Kelley  et al., 2003; Toomey et al., 2006; Wahle et al., 2004). 
Pertanto, per quanto riguarda l’assunzione umana, non sono stati ancora stabiliti dei 
criteri di sicurezza. Infatti, parametri quali, amministrazione del tipo di isomero, tipo di 
amministrazione (acido grasso libero, trigliceride, liquido o solido), dose giornaliera, 
durata assunzione, genere, età e provenienza etnica, sono ancora da stabilire.
Ciò nonostante, dai trials clinici condotti finora, i CLA, come alimento funzionale, 
risulta essere prevalentemente benefico per la salute umana. Fin ora, gli studi sono stati 
condotti con l’utilizzo di CLA commerciali (mix c9/t11 e t10/c12, ∼ 40% ognuno) o 
utilizzando uno dei due isomeri prevalenti con purezza superiore al 90% (Sailas et al., 
2009). 
Allo stato attuale delle conoscenze, sembrano imputabili più effetti biologici al CLA 
c9/t11 che al CLA t10/c12 (Agatha et al., 2004; Gaullier et al., 2007; Ochoa et al., 2004; 
O’Shea et al., 2004; Roche et al., 2002; Smedman et al., 2004). Inoltre, in alcuni casi, i 
due isomeri principali presentano effetti opposti (Toomey et al., 2006). Tuttavia, come 
riportato da Gaullier et al. (2005), la somministrazione di 3,4g di CLA in rapporto 1:1 
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per 24 mesi in soggetti sovrappeso sani, non ha portato a risultati avversi. Inoltre, 
l’aumento di grasso del fegato e l’insorgenza di iperinsulinemia riportati nel topo, 
sembrano imputabili ad una deficienza in AGE n-3. Infatti, tramite una assunzione 
maggiorata di AGE n-3, è stato possibile migliorare e/o risolvere tali problemi (Kelley 
et al., 2009; Ide, 2005).
Questi risultati, suggeriscono che un assunzione bilanciata di acidi grassi n-3, n-6, n-7 
(CLA) e n-9, potrebbero essere una risposta efficace agli effetti negativi potenziali per 
l’Uomo legati alla sola assunzione di singoli isomeri dei CLA.
Dato l’interesse e le crescenti conferme riguardo le proprietà salutistiche dei CLA, 
numerosi studi hanno contribuito a sviluppare metodiche efficaci per la produzione o 
aumento di CLA nelle carni dei ruminati e nei prodotti caseari attraverso la dieta degli 
animali; tramite isomerizzazioni enzimatiche; e per fermentazione microbica (Chikunya 
et al., 2004; Collomb et al., 2004;  Gangidi and Proctor, 2004; Irmak et al., 2006; Kelly 
et al., 1998;  Joo et al., 2002; Mele et al., 2009; Schmid et al., 2008).
Tuttavia, gli studi riguardanti la produzione di CLA endogena da parte di 
microrganismi probiotici non sono molto numerosi e rappresentano un campo di studio 
molto promettente. Ad oggi infatti, l’unico studio che suggerisce la possibilità di 
impiegare ceppi probiotici produttori di CLA per modulare la composizione in acidi 
grassi dell’ospite, per via endogena, risale a novembre 2009 (Wall et al., 2009) ed è 
stato condotto sul topo.
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1.1.2. Meccanismi di conversione microbica dellʼLA a CLA
La trasformazione da LA a CLA è storicamente attribuita al microrganismo 
cellulosolitico Butyrinvibrio fibrisolvens, che opera un processo di bioidrogenazione 
con riduzione dell’acido linoleico (18:2n-6) ad acido stearico (18:0) tramite formazione 
di intermedi quali l’Acido Rumenico (c9,t11-18:2n-7) e l’Acido Vaccenico (t11-18:1).
L’Acido Vaccenico, diretto precursore dell’Acido Rumenico a livello tissutale, tende ad 
accumularsi nel liquido ruminale, in quanto la sua riduzione ad Acido Stearico 
rappresenta la fase più lenta di bioidrogenazione; pertanto può venire in larga parte 
assorbito a livello intestinale e trasportato ai tessuti, dove può essere ossidato a livello 
dei microsomi cellulari. La reazione di ossidazione, è catalizzata dall’enzima Stearoil 
CoA-Desaturasi (SCD) nei tessuti e nella ghiandola mammaria, che inserisce un doppio 
legame di tipo cis in posizione Δ9, convertendo l’Acido Vaccenico in Acido Rumenico 
(Fig.11) (Palmquist et al., 2005; Secchiari, 2006). Analogamente, l’uomo può 
sintetizzare l’RA a partire dall’ VA tramite la Δ9 desaturasi (Kuhnt et al., 2007). 
La concentrazione di CLA in questi alimenti, può raggiungere i 30 mg/g a seconda 
della dieta degli animali. Generalmente, i CLA sono più abbondanti nelle carni e 
prodotti caseari derivanti da animali da pascolo e/o con diete specifiche piuttosto che 
alimentati con foraggio (Lock et al., 2004). 
Tra i microrganismi non ruminali, capaci di produrre i CLA figurano 
Propionibacterium spp. (Devillard et al., 2007), i generi Lactobacillus e Lactococcus 
(Alonso et al., 2003; Jiang et al., 1998; Ogawa et al., 2005), il genere Bifidobacterium 
(Coakley et al., 2003; Devillard et al., 2007; Ogawa et al., 2005), Roseburia spp. ed 
Eubacterium spp. (Devillard et al., 2007).
Il meccanismo di bioconversione dell’LA a CLA, per questi microrganismi, differisce 
da quanto riportato per il microrganismo Butyrivibrio fibrisolvens (Devillard et al., 
2007; McIntosh et al., 2009; Ogawa et al., 2005; Wallace et al., 2007).In particolare, i 
bifidobatteri, lattobacilli e proprionibatteri convertirebbero l’LA a CLA almeno 
attraverso due step consecutivi. Il primo riguarda l’idratazione dell’LA a formare 
l’Acido Oleico (18:1) idrossilato in posizione 10; il secondo step invece, consisterebbe 
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in una isomerizzazione per riduzione a formare principalmente (> 75%) l’isomero c9/
t11 (Fig.13).
1.1.3. Meccanismo di azione dei CLA
A livello molecolare, l’azione dei CLA si basa predominantemente sull’attivazione del 
Ricettore Attivato dal Proliferatore del Perossisoma (PPARs) con conseguente 
accensione/spegnimento genico (Dersvergne et al., 1999; Muzio et al., 2007; 
Martinasso et al., 2009). 
Come mostrato in figura 14, il nutriente lipidico (in questo caso i CLA), attraversa la 
membrana tramite un trasportatore di membrana specifico e si lega, alla Proteina che 
Lega l’Acido Grasso (FABP, fatty acid binding protein) citosolica. Il complesso CLA/
FABP entra nel citoplasma nucleare, dove il CLA viene trasferito ad un sottotipo 
specifico del PPAR (α, β e γ). Successivamente, si eterodimerizza con uno dei sottotipi 
dell’Ricettore dell’Acido Retinoico (α, β e γ) che, necessita di essere attivato dall’Acido 
cis 9-Retinoico. L’eterodimero così formato si lega all’Elemento di Risposta del 
Proliferatore del Perossisoma (PPRE) del gene bersaglio modulandone l’espressione o 
la transattivazione. I prodotti dell’espressione genica andranno quindi ad esplicitare 
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Fig.13: Meccanismo di conversione dell’LA a CLA  
(Ogawa et al., 2005)
varie funzioni biologiche (metaboliche, immunitarie ed infiammatorie) agendo sia intra 
che extracellularmente.
In aggiunta all’attività mediata del PPAR, esistono altri meccanismi molecolari 
responsabili della funzionalità biologica osservata dei CLA tra cui:
• modulazione della trascrizione a livello del nucleo congiuntamente ad altri recettori 
nucleari e fattori di trascrizione, tra questi: Fattore Nucleare Epatocitico (HNF)-4α, 
Recettore X del fegato, Fattore Nucleare -ϰB (NFϰB) ed i fattori di trascrizione 
Sterol-Regulatory Element Binding Protein (SREBP).
• delipidizzazione degli adipociti tramite l’azione autocrina e paracrina 
dell’interleuchina 6 ed 8
• la modulazione delle vie di segnalazione molecolare mediate dalle leptine, 
adiponectine, eicosanoidi, vitamine, immunoglobuline oltreché tramite l’alterazione 
delle caratteristiche proteiche di membrana.
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Fig.14: Attivazione dei recettori nucleari tramite i CLA. N.B. Tutte le membrane 
cellulari incorporano una certa quantità di AGE n-3, n-6 e n-7 (CLA).
(Chapkin et al., 2008)
Tra i vari meccanismi di azione, è interessante notare che, l’attività anticarcinogena dei 
CLA, che si esplica quasi immediatamente (Belury  et al., 1999), è differente a seconda 
dell’isomero preso in considerazione.
Infatti, il CLA t10/c12 sembra modulare principalmente l’apoptosi ed il ciclo cellulare 
mentre, il CLA c9/t11 sembrerebbe modulare il metabolismo dell’Acido Arachidonico 
(Ochoa et al.,2004). In particolare, i meccanismi di azione suggeriti sono in seguenti:
• Competizione con gli altri acidi grassi per l’incorporazione nei fosfolipidi di 
membrana e conseguente riduzione degli eicosanoidi derivanti dalla via dell’AA 
(Attar-Bashi et al., 2007; Bocca et al., 2007; Khan et al., 2003; Miller et al., 2001; 
Nakanischi et al., 2003; Whigham et al., 2002)
• Inibizione della COX-1 e COX-2 (Ochoa et al., 2004; Smedman et al., 2004)
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2. SCOPO DELLA TESI
Il crescente interesse riguardo l’impiego di CLA in campo nutraceutico e farmaceutico 
ha stimolato numerosi ricercatori ad indagare le possibilità di produzione di tali 
composti per via microbica. 
In particolare, questi studi, sono incentrati soprattutto nell’impiego di tali 
microrganismi, nella formulazione di nuovi alimenti fermentati ricchi in CLA.
Ad oggi invece, sono ancora pochi gli studi riguardanti l’impiego di microrganismi 
probiotici in grado di produrre i CLA in situ (cioè all’interno del tratto gastrointestinale 
umano). 
Tuttavia, nell’applicabilità, dei microrganismi probiotici produttori di CLA, non viene 
preso in considerazione il ruolo metabolico ed il destino fisiologico del precursore di 
questi metaboliti: l’Acido Linoleico (LA), capostipite della famiglia degli acidi grassi 
omega-6.
L’Acido Linoleico infatti, in quantità eccessive risulta essere dannoso per la salute 
umana e tossico per i microrganismi probiotici che ne sono sensibili. Tali microrganismi 
sembrano quindi adottare una strategia di detossificazione convertendo l’LA a CLA 
sottraendolo all’ambiente in cui si trova.
L’eccesso in LA nella dieta umana moderna, non è dovuto esclusivamente ad un basso 
consumo di pesce, ma bensì ad un elevato consumo di prodotti ricchi in oli vegetali e di 
semi ed un limitato consumo di vegetali e derivati. Tale situazione non è, inoltre, 
caratteristica della dieta umana, ma bensì si estende anche alla dieta degli animali 
domestici che vengono comunemente alimentati a granaglie. Ciò, si riflette di 
conseguenza, in un peggior rapporto n-6/n-3 anche nei prodotti carnei, caseari ed uova.
Inoltre, un miglioramento del rapporto n-6/n-3 per via dietetica presenta alcune 
difficoltà e problematiche. E’ difficile infatti, forse impossibile, ritornare ad un rapporto 
n-6/n-3 bilanciato, in quanto il problema va ben oltre le scelte dietetiche del singolo. 
A questo proposito, l’oggetto della seguente tesi è indagare ulteriori alternative per 
migliorare il rapporto n-6/n-3. In particolare, è stata analizzata la potenzialità di 
conversione dell’Acido Linoleico (18:2n-6) in Coniugati dell’Acido Linoleico (CLA) ad 
opera di alcuni microrganismi residenti nel tratto gastrointestinale: i bifidobatteri. 
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Il presente lavoro, ha quindi previsto una fase preliminare necessaria alla scelta del 
mezzo colturale idoneo a condurre i test  successivi che, hanno riguardato la messa a 
punto di tecniche spettrofotometriche, con lettura d’onda a 233 nm, impiegabili per 
effettuare uno screening rapido di ceppi batterici potenziali produttori di CLA. 
L’affinamento di tale tecnica, ha inoltre permesso di calcolare le quantità di CLA 
prodotte anche per i campioni che hanno dato risultati di assorbanza fuori portata dello 
spettrofotometro. Tale possibilità ha quindi superato il limite di questa tecnica, 
permettendo di quantificare sempre i CLA prodotti senza dover ricorrere 
necessariamente all’impiego di tecniche gas-cromatografiche.
Infine, sono state avanzate alcune ipotesi sulla possibilità di attribuire un nuovo claim 
salutistico riguardo l’impiego di bifidobatteri produttori di CLA. 
Infatti, l’uso di ceppi probiotici di bifidobatteri in grado di convertire LA a CLA, 
permetterebbe di attuare una doppia via di modulazione dei PUFA (sottraendo LA dal 
lumen intestinale e producendo CLA) capace di esplicarsi in situ, cioè nel tratto 
gastrointestinale dell’ospite. 
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3. MATERIALI E METODI
3.1. Microrganismi
I microrganismi utilizzati nel presente lavoro di tesi provengono dalla Working Cell 
Bank e Master Cell Bank aziendali (Probiotical S.p.A.). Tali microrganismi sono stati 
mantenuti in congelatore a -80 °C con aggiunta di crioprotettore.
In particolare, i microrganismi sottoposti ad analisi sono stati 13, di cui 12 bifidobatteri 
ed un lattobacillo come controllo negativo. Le sigle identificative fanno riferimento a 
protocolli interni aziendali.
3.2. Test di tossicità dellʼAcido Linoleico e scelta del mezzo colturale
Il ceppo B. breve DSMZ 20213 è stato scelto come candidato per il test di tossicità 
dell’Acido Linoleico. Tale ceppo infatti, è in grado di crescere in presenza di LA e 
presenta buoni tassi di conversone in CLA (Coakley  et al., 2002). Inoltre, il B. breve 
DSMZ 20213 è stato utilizzato per le analisi successive come controllo positivo.
Il congelato della collezione, è stato quindi rivitalizzato in tre differenti mezzi colturali 
di cui segue la composizione: 
TPY brodo g/l MRS brodo g/l LAPTg brodo g/l
Trypticase 10,00 Tryptone 10,00 Peptone 15,00
Phytone Soytone 5,00 Estratto di carne 10,00 Tryptone 10,00
Estratto di lievito 5,00 Estratto di lievito 5,00 Glucosio 10,00
Glucosio 10,00 Glucosio 20,00 Estratto di lievito 10,00
Tween 80 1,00 Tween 80 1,00 Tween 80 1,00
K2HPO4 2,00 K2HPO4 2,00
MgCl2 6H2O 0,50 Sodio acetato 5,00
ZnSO4 7H2O 0,25 Diammonio citrato 2,00
CaCl2 0,15 MgSO4 7H2O 0,2
MnSO4 H2O 0,05
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Dopo preparazione i mezzi sono stati sterilizzati in autoclave a 121 °C per 15’. Al 
termine della sterilizzazione i pH dei mezzi devono essere 6,60 ± 0,10 a 25 °C, 6,20 ± 
0,20 a 25 °C e 6,5 ± 0,5 a 25 °C rispettivamente per TPY, MRS e LAPTg brodo.
La rivitalizzazione è stata eseguita inoculando all’1% il B. breve DMSZ 20213 in 10 
ml dei tre terreni con aggiunta all’1% di Cisteina Cloroidrato (Sol. 5%) e successiva 
incubazione in anaerobiosi tramite Gas-Pack a 37 ± 1 °C per 24h ± 1h. Tale operazione 
è stata seguita da due trapianti successivi per permettere la piena riattivazione del 
ceppo.
Il ceppo così rivitalizzato, è stato inoculato all’1% in 10 ml dei tre differenti terreni 
preparati come sopra con aggiunta di tre soluzioni a differente concentrazione di Acido 
Linoleico a 0, 0,5 ed 1 mg/ml (Sigma-Aldrich cod.L1276) e quindi incubato in Gas-
Pack a 37 ± 1 °C per 16h ± 1h.
Per semplificare le operazioni, sono state prodotte 3 soluzioni stock di LA a 0 mg/ml, 
50 mg/ml e 100 mg/ml con aggiunta al 2% (v/v) di Tween 80 (per permettere la 
formazione di un emulsione con conseguente incremento della solubilità dell’ LA; 
Ogawa et al., 2005) disciolto tramite l’impiego di un ancoretta ed un agitatore 
magnetico. Alla completa dissoluzione del Tween 80, le soluzioni così ottenute sono 
state aliquotate e congelate a -25 ± 1 °C previa filtrazione con filtro a 0,20 µm.
La conta tramite lettura spettrofotometrica a 600 nm è stata effettuata all’inizio, a 6h ed 
al termine del periodo di incubazione. Il pH è stato registrato all’inizio ed alla fine del 
periodo di incubazione.
3.3. Preparazione della retta di regressione
La retta di regressione costruita per concentrazioni di CLA c9/t11 (Nu-Check-Prep, 
INC.) pari a 320, 160, 80, 40, 20 e 10 µg/mL esano, ha dimostrato che a concentrazioni 
da 10 a 80 µg/mL corrisponde un incremento lineare dei valori di assorbanza a 233 nm 
(R2 = 1).
Invece, calcolando la retta di regressione anche con il valore di assorbanza ottenuto 
per la concentrazione di 160 µg/mL, la retta perde l’andamento lineare e diventa 
polinomiale non permettendo di fatto una quantificazione precisa delle concentrazioni 
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di CLA per assorbanze comprese tra 2,095 e 2,733. Alla concentrazione di 320 µg/mL 
e superiori, lo spettrofotometro ha dato valori di assorbanza non quantificabili (> + 3). 
Pertanto, la concentrazione di CLA presente nei surnatanti delle colture con valori di 
assorbanza < 2,095 possono essere calcolati direttamente con l’equazione y=25,311x
+0,0698. Per i campioni che hanno dato letture superiori a 2,095 si è ricorso 
all’espediente delle diluizioni seriali 1:2.
Ricorrendo alla diluizione seriale del campione 1:2 abbiamo quindi ricondotto i valori 
di assorbanza nel range che garantisce la linearità e quindi applicabilità dell’equazione.
Tab.28: Valori di assorbanza ottenuti in seguito a lettura spettrofotometrica a lunghezza d’onda di 233 
    nm delle varie concentrazioni di CLA
Per ovviare alla difficoltà di dosaggio del CLA c9/t11 (nella preparazione della prima 
diluizione necessaria al calcolo della retta di regressione) a causa della sua viscosità, e 
per garantire la massima precisione, abbiamo utilizzato una pipetta a volume fisso con 
capillari in vetro da 2 µl. 
Il campione di 2 µl di CLA c9/t11 così ottenuto, e stato quindi diluito con 1,450 ml di 
esano in una provetta da 2 ml. Abbiamo quindi ottenuto una concentrazione di partenza 
di 1280 µg/ml (densità c9/t11 = 0,903 mg/µl). Da questa concentrazione, si sono operate 
diluizioni seriali 1:2 fino ad arrivare alla concentrazione di 10 µg/ml.
Per limitare il più possibile l’evaporazione dell’esano, le varie diluizioni seriali sono 
state effettuate in microprovette da 200 µl precedentemente riempite con 100 µl di esano 
e poi subito richiuse. Le varie diluizioni sono state quindi ottenute serialmente 
66
[CLA] mg/ml OD233
0,32 > + 3
0,16 2,733
0,08 2,095
0,04 1,084
0,02 0,569
0,01 0,328
aggiungendo 100 µl della soluzione precedente, partendo dalla soluzione madre a 1280 
µg/ml. 
Al termine della preparazione delle varie diluizioni, abbiamo effettuato la lettura della 
densità ottica allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 233 nm impiegando 
couvette in quarzo dalla capacità nominale di 100 µl. Tale operazione, è stata eseguita 
partendo dalla soluzione a concentrazione minore (10 µg/ml).
I valori di assorbanza così ottenuti sono stati quindi elaborati mediante l’utilizzo di un 
foglio elettronico EXEL (Fig. 15).
Fig.15: Retta di regressione ottenuta calcolata su foglio elettronico EXEL con i valori riportati in Tab.28
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3.4. Estrazione degli Acidi Grassi
Successivamente alla scelta del mezzo colturale idoneo ed alla concentrazione di LA 
da utilizzare, sono stati scongelati e riattivati 13 ceppi batterici di cui 12 bifidobatteri ed 
il Lb. reuteri DSMZ 20016 come controllo negativo. Il ceppo B. breve DSMZ 20213 è 
stato scelto come controllo positivo. E’ stata applicata la stessa procedura anche un 
campione di terreno senza inoculo e con aggiunta di LA da utilizzare come bianco.
Il TPY brodo con aggiunta all’ 1% di Cisteina Cloroidrato (sol. 5%) è stato scelto come 
mezzo colturale per le fasi di riattivazione e crescita in presenza di LA a 0,5 mg/ml. 
Al termine del periodo di incubazione, le brodocolture ed il bianco sono state 
centrifugate a 5000g per 5’ ed i surnatanti sono stati aliquotati in ragione di 500 µl in 
provette da 1,5 ml per microcentrifuga. 
Ha seguito quindi una doppia estrazione con esano (Carlo Erba cod. 436967) in 
accordo al metodo di Jung et al., 2006 con le modifiche di seguito riportate.
L’estrazione ha riguardato l’aggiunta di 500 µl di esano ai surnatanti aliquotati ed al 
bianco. I campioni sono stati quindi mescolati per inversione per 10’, facendo 
attenzione a non rompere l’interfaccia tra le due fasi, e quindi lasciati riposare per 30’ a 
temperatura ambiente. Al termine della fase di riposo, i campioni sono stati centrifugati 
a 2000 g per 5’ per facilitare le operazioni di prelievo della fase superiore in esano. Una 
volta prelevata la fase in esano e conservata in provette da 2 ml, la fase inferiore è stata 
nuovamente trattata come sopra con 500 µl esano. Quindi la fase superiore è stata 
aggiunta alla precedente e mescolata per tilting.
3.5. Analisi spettrofotometrica
La quantificazione di CLA prodotti è stata effettuata tramite lettura della densità ottica 
allo spettrofotometro utilizzando una lunghezza d’onda di 233 nm in accordo ai lavori 
di Barrett et al., (2007) e Xu et al., (2008).
Prima di effettuare l’analisi, lo spettrofotometro è stato azzerato contro 100 µl di esano 
utilizzando una couvetta in quarzo. 
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Abbiamo quindi effettuato la lettura per tutti i campioni a partire dal bianco, avendo 
cura di avvinare con esano la couvetta prima di procedere con il trasferimento del 
campione.
Per i campioni che hanno datato valori di assorbanza > + 3, si sono effettuate diluizioni 
seriali 1:2 in esano fino a ricondursi a valori di assorbanza che, hanno permesso il 
calcolo delle concentrazioni di CLA per interpolazione dalla retta Y = 25,311x + 0,0698.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE
Ad oggi, gli studi condotti sulla produzione di CLA da parte di microrganismi residenti 
nel TG umano sono ancora pochi, e riguardano principalmente l’individuazione ed 
isolamento di ceppi ad alto tasso di conversione (Barrett et al., 2007; Coakley  et al., 
2003; 2006; Macouzet et al., 2009), l’azione fisiologica dei CLA prodotti in vivo su 
modelli animali (Ewaschuk et al., 2006; Lee et al., 2006; 2007) e studi sulle cinetiche e 
meccanismi biochimici di conversione (Devillard et al., 2007; Ogawa et al., 2005; Xu et 
al., 2008) e composizione di membrana dei microrganismi (Kankaanpӓӓ et al., 2003; 
Jenkins et al., 2003) cresciuti in presenza di AGE e CLA.
I CLA inoltre, sono oggetto di numerosi studi volti a chiarirne i potenziali ruoli 
benefici per la salute umana. Pertanto, rivestono anch’essi un aspetto importante del 
metabolismo degli AGE.
La principale metodica impiegata per l’identificazione e quantificazione di CLA 
prevede l’utilizzo delle tecniche gascromatografiche. Tale approccio tuttavia, non 
permette di effettuare un’analisi rapida sulla capacità di conversione dei microrganismi. 
Pertanto, poco si presta alla selezione preliminare di possibili candidati in un ampio 
pool di campioni. A questo proposito, in uno studio recente (Barrett et al., 2007), sono 
state impiegate tecniche spettrofotometriche per la quantificazione di CLA prodotto da 
colture batteriche. Questo metodo, si basa sulla caratteristica dei dieni coniugati (in 
questo caso i CLA), di possedere uno spettro UV tipico di questa classe di composti, 
con un’assorbanza di 233 nm (Christie et al., 2007).
Tale metodica, tuttavia, permette esclusivamente la quantificazione dei CLA prodotti e 
non fornisce alcuna indicazione riguardo il tipo di isomeri presenti. Tuttavia, l’isomero 
c9/t11 risulta essere presente in maniera predominante (Devillard et al., 2007; McIntosh 
et al., 2009; Ogawa et al., 2005). Inoltre, sia l’isomero c9/t11 che il t10/c12, forniscono 
una retta di regressione praticamente sovrapponibile (Barrett e al., 2007). 
In aggiunta, conferma della bontà del metodo, la quantificazione della concentrazione 
di CLA calcolata tramite lettura spettrofotometrica è comparabile a quella ottenuta con 
tecniche gascromatografiche (Barrett et al., 2007). 
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Data la necessità di effettuare uno screening su un gran numero di campioni, per poi 
poter selezionare i migliori candidati per la bioconversione dell’LA a CLA, è stata 
adottata la tecnica spettrofotometrica, ulteriormente affinata, per la quantificazione di 
CLA prodotti da ceppi di bifidobatteri. Tale tecnica è inoltre estendibile anche alle altre 
specie microbiche che potrebbero essere interessate da questi meccanismi di 
conversione.
4.1. Test di tossicità dellʼAcido Linoleico e scelta del mezzo colturale
Al termine del periodo di incubazione (16 h ± 1 h, 37 ± 1 °C), il test di tossicità 
condotto sul ceppo di B. breve DSMZ 20213 utilizzando differenti concentrazioni di 
LA (0, 0,5 ed 1 mg/ml), in tre differenti terreni (TPY, MRS e LAPTg) ha permesso di 
individuare il mezzo colturale più idoneo a condurre la fase di screening successiva. 
Infatti, in MRS brodo abbiamo potuto osservare la maggiore variabilità di conta sia 
tramite lettura della densità ottica allo spettrofotometro con lunghezza d’onda a 600 nm 
che tramite conta su piastra per inclusione. In particolare, in assenza di LA abbiamo 
ottenuto la conta maggiore tra tutti i terreni, mentre in presenza di 0,5 ed 1 mg/ml di 
LA, la conta è risultata essere minore alle corrispettive concentrazioni utilizzando il 
terreno TPY brodo.
Proseguendo lo stesso test utilizzando il TPY brodo, abbiamo riscontrato la minore 
variabilità di conta sia tramite lettura della densità ottica allo spettrofotometro con 
lunghezza d’onda a 600 nm che tramite conta su piastra per inclusione (Fig. 16, Tab. 
29). 
Infine, il test condotto in LAPTg brodo non ha presentato nessuna crescita microbica 
rilevante per lo scopo della tesi a prescindere dalla concentrazione di LA impiegata (dati 
non riportati).
Pertanto, il TPY bordo è stato scelto come mezzo colturale per la fase di screening 
successiva su più ceppi batterici poiché, ha dettato le condizioni ambientali, in presenza 
di LA, più favorevoli alla crescita dei bifidobatteri. 
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Fig 16: Curve di crescita nel tempo del ceppo B. breve DSMZ 20213 in TPY ed MRS bordo con diverse 
concentrazioni di LA (0, 0,5 ed 1 mg/ml). Il pH iniziale per le brodocolture in TPY è 6,11; in MRS è 5,83. 
I pH finali sono riportati in figura.
Le differenze osservate nell’impiego di TPY, MRS e LAPTg brodo a differenti 
concentrazioni di LA (0, 0,5, 1 mg/ml) (Fig.16) hanno sottolineato l’importanza del 
mezzo colturale in studi riguardanti il metabolismo microbico.
Infatti l’impiego del TPY brodo è risultato essere preferibile rispetto all’utilizzo di 
MRS e LAPTg brodo dando la minore variabilità di crescita microbica, alle differenti 
concentrazioni di LA, oltre che le conte maggiori, a parità di concentrazione di LA (0,5 
e 1 mg/ml), rispetto ad MRS e LAPTg brodo. 
La concentrazione iniziale scelta di LA impiegata è stata di 0,5 mg/ml. Tale 
concentrazione è infatti quella preferibile per i test di conversione di LA a CLA in MRS 
bordo condotti in altri studi (Barrett et al., 2007; Coakley et al., 2003; Wallace et al., 
2007; Xu et al. 2008). La scelta è stata dettata dalla volontà di comparare, in fase 
preliminare, i tassi di conversione tra quelli ottenuti nel presente lavoro utilizzando il 
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mezzo colturale TPY brodo e quelli presenti in letteratura che hanno riguardato 
l’impiego del mezzo colturale MRS brodo.
Tab.29: Conte su piastra per inclusione utilizzando i terreni TPY ed MRS con diverse concentrazioni di 
  LA
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LA mg/ml TPY MRS
0 11 x 108 ufc 25 x 108 ufc
0,5 10 x 108 ufc 6 x 108 ufc
1 9,5 x 108 ufc 4 x 108 ufc
4.2. Screening dei ceppi di bifidobatteri produttori di CLA
Al termine del periodo di incubazione (16 h ± 1 h, 37 ± 1 °C), i 12 ceppi di 
bifidobatteri (3 B. breve, 3 B. longum, 4 B. lactis, un B. bifidum ed un B. animalis) ed il 
controllo negativo Lb. reuteri DSMZ 20016 sono stati sottoposti alla procedura per 
l’analisi spettrofotometrica a 233 nm necessaria per la quantificazione di CLA prodotti. 
In Tab. 30, sono riportati i risultati ottenuti relativi alla conversione di LA A CLA da 
parte dei diversi ceppi di bifidobatteri saggiati.
Il ceppo B. longum BL01 è risultato essere il maggior produttore di CLA evidenziando 
una produzione di 0,464 mg/ml pari ad un tasso di conversione da LA a CLA del 92,71 
%. 
Tab. 30: Valori ottenuti di concentrazione di CLA/ml prodotti; percentuale di conversione di LA a 
  CLA(espressa come CLA prodotti/0,50 mg/ml LA); rapporto concentrazione CLA/OD 600nm
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Ceppi utilizzati OD 600 (16h)
[CLA]
mg/ml %[CLA] [CLA]/OD
B. longum BL01 0,918 0,464 92,71% 0,5
B. breve BR03 1,278 0,391 71% 0,21
B. breve BR04 1,092 0,346 69,19% 0,32
B. breve DSMZ 20213 1,413 0,342 68,31% 0,25
B. longum 1352 1,395 0,069 13,78% 0,05
B. longum W11 1,027 0,068 13,56% 0,07
B. lactis BB-12 1,366 0,034 6,8% 0,02
B. bifidum 1594 0,224 0,013 2,53% 0,06
B. lactis 1535 1,643 0,006 1,11% 0
B. lactis 1518 1,751 0,003 0,63% 0
B. lactis 1195 1,828 0,002 0,47% 0
B. animalis 1413 1,753 0 0% 0
Lb. reuteri DSMZ 20016 1,003 0 0% 0
Le concentrazioni di CLA prodotte, sono state calcolate ipotizzando che i terreni 
colturali contenessero in partenza delle quantità variabili di LA e CLA dovute alla 
presenza di ingredienti quali estratto di carne, estratto di lievito, componenti della soia, 
ecc.
A questo proposito, abbiamo confrontato le letture della densità ottica allo 
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 233 nm, dei differenti terreni sterili con e 
senza LA a 0,5 mg/ml. 
Dai risultati ottenuti (Tab. 31), non abbiamo riscontrato nessuna differenza 
significativa tra il terreno sterile senza LA e quello con aggiunta di 0,5 mg/ml di LA. 
Ciò, ha confermato la capacità della tecnica utilizzata di quantificare esclusivamente la 
componente acidica caratterizzata dall’avere due doppi legami coniugati come i CLA 
(Christie et al., 2007).
TPY brodo sterile OD 233 nm [CLA] mg/ml
TPY + 0 mg/ml LA 0,987 0,0362
TPY + 0,5 mg/ml LA 1,003 0,0369
Tab.31: Quantificazione di CLA presenti costitutivamente nel terreno TPY con e senza inoculo  di LA
Infine, la quantità calcolata di CLA presente nei terreni sterili, è stata successivamente 
sottratta nel calcolo delle concentrazioni di CLA prodotti dalla attività microbica.
Dai risultati ottenuti e da quelli presenti in letteratura, sembra che la capacità di 
convertire l’LA a CLA sia ceppo specifica anche se, generalmente, i maggiori tassi di 
conversione tra i bifidobatteri, analogamente al lavoro svolto, sono stati ottenuti 
principalmente per le specie di B. longum e B. breve (Barrett et al., 2007; Coakley et al., 
2002; Devillard et al., 2006; Ogawa et al., 2005). Inoltre, dalla conta batterica effettuata 
tramite lettura della densità ottica allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 600 
nm, i ceppi non produttori (B. lactis 1535, 1518, 1195 e B. animalis 1413) hanno 
presentato conte superiori rispetto ai ceppi produttori, suggerendo che la tossicità 
relativa alla presenza dell’LA sia anch’essa ceppo specifica. 
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In base a questi risultati si può dedurre che, i microrganismi maggiormente sensibili 
siano anche quelli in grado di operare la maggiore conversione di LA a CLA. 
Questa osservazione, è in accordo con l’ipotesi di Jiang et al., (1998) secondo la quale 
la conversione di LA a CLA sia un meccanismo di detossificazione ambientale adottato 
dai microrganismi sensibili a questo PUFA.
Anche se riguardante il mezzo colturale MRS brodo, la presenza di LA e CLA in 
terreno sterile è stata inoltre riportata da Kankaanpӓӓ et al. (2003) in seguito ad analisi 
gas-cromatografica. Pertanto risulta confermata l’ipotesi che i terreni a seconda degli 
ingredienti costituenti, possano contenere percentuali variabili di LA e CLA.
Data l’alta percentuale di conversione ottenuta del B. longum BL01 (92,72%) e alla 
percentuale di conversione quasi doppia del controllo positivo B. breve DSMZ 20213 
rispetto ad un lavoro precedente condotto con l’impiego di MRS brodo (Barrett et al., 
2007), abbiamo escluso tra le ipotesi che il TPY potesse ridurre la presenza di LA nel 
mezzo colturale o ridurne la tossicità verso i ceppi testati, anzi il ceppo B. longum BL01 
ha dato il tasso di conversione più alto tra quelli calcolati per i vari ceppi di bifidobatteri 
presenti in letteratura (Coakley et al., 2002; Ogawa et al., 2005; Barrett et al., 2007). 
Più probabilmente, l’MRS brodo risulta essere eccessivamente ricco in macroelementi 
ed elementi in traccia rispetto al TPY brodo, risultando pertanto peggiorativo per la 
crescita di ceppi di bifidobatteri in presenza di concentrazioni crescenti di LA.
Il LAPTg brodo invece, data l’assenza di macroelementi ed elementi in traccia (esclusi 
quelli naturalmente presenti nei suoi costituenti principali), non è risultato idoneo alla 
crescita microbica, anche in assenza di LA, nei tempi previsti per le analisi effettuate.
Inoltre, le concentrazioni di CLA ottenute, mediante estrazione del surnatante, 
confermano le osservazioni riportate in un lavoro precedente (Coakley et al., 2003), in 
cui la quasi totalità dell’isomero c9/t11 recuperato era presente nel surnatante anziché 
nel pellet di colture di bifidobatteri.
Pertanto, l’attività di conversione da LA a CLA da parte dei bifidobatteri, potrebbe 
rendere disponibile questo metabolita direttamente nel lumen intestinale, per poi 
manifestare le sue proprietà salutistiche sia localmente che in seguito al suo 
assorbimento. 
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In conclusione, i risultati ottenuti hanno evidenziato la capacità di alcuni ceppi di 
bifidobatteri (in particolare B. longum e B. breve) di convertire l’Acido Linoleico in 
Coniugati dell’Acido Linoleico.
L’impiego di tali ceppi in campo probiotico, potrebbe rappresentare un mezzo efficace 
ed innovativo per controllare il delicato equilibrio tra AGE n-6/n-3 assunti tramite la 
dieta e da affiancare alle attuali strategie dietetiche perseguibili. Queste osservazioni 
hanno pertanto portato ad avanzare un nuovo claim applicabile ai ceppi di bifidobatteri 
in grado di operare la conversione di LA a CLA. 
Tali ceppi infatti, potrebbero interagire in situ, lungo il tratto gastrointestinale, con la 
componente in Acidi Grassi Essenziali assunti tramite la dieta, contrastando 
potenzialmente il metabolismo pro-infiammatorio della via degli acidi grassi omega-6 e 
producendo metaboliti (CLA) con possibile ruolo nutraceutico. 
Infatti, anche se la maggior parte degli grassi assunti tramite la dieta, viene digerito 
nell’intestino tenue, all’incirca 5-8 g di lipidi arrivano nel colon ogni giorno (Hill, 1998; 
Vonk et al., 1997). Inoltre, è stato stimato che, l’uomo espelle tramite le feci circa 20 
mg di LA (Edionwe et al., 2001). Ciò suggerisce che, l’LA è potenzialmente utilizzabile 
come substrato per la produzione di CLA.
In aggiunta, il recente isolamento di ceppi di bifidobatteri e lattobacilli dall’intestino 
tenue di neonati (Wall et al., 2008) estende virtualmente l’applicabilità di ceppi di 
bifidobatteri produttori di CLA anche nelle regioni del TG dove avviene il maggior 
assorbimento lipidico e non solo nel colon. Tali riscontri suggeriscono un campo di 
applicabilità esteso nella quasi interezza del tratto gastrointestinale, permettendo di fatto 
una azione potenzialmente contemporanea all’assorbimento lipidico che avviene 
principalmente nelle regioni superiori dell’intestino tenue. 
Infine, l’applicabilità di ceppi probiotici produttori di CLA sembra promettente anche 
perché, l’effetto anticarcinogeno dei CLA potrebbe manifestarsi a concentrazioni molto 
basse. Infatti, in modelli animali, sono stati osservati effetti anticarcinogeni per quantità 
di CLA pari all’ 0,5-1% (p/p) della dieta giornaliera (Park et al., 2004).
Infine, con la presente tesi, e con i lavori presenti in letteratura analoghi, si stabiliscono 
nuovi limiti alle discipline dietetiche tradizionali. Infatti, la dieta non potrà essere più 
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oggetto di indicazioni generiche, ma dovrà tenere in considerazione le interazioni dei 
nutrienti con il genoma dell’individuo (nutrigenomica) e con il proprio microbiota 
residente nel tratto gastrointestinale che, con sempre maggior evidenza, ha un ruolo 
predominante sullo stato di benessere di un individuo. 
Infatti, il presente lavoro si colloca nel campo delle discipline metabolomiche (cioè lo 
studio dei metaboliti di un organismo biologico) con una prospettiva ecologica. Il 
tentativo, è stato quello di trasmettere la visione di una realtà (intesa come Natura) 
sistemica che può essere studiata dal suo metaboloma, interpretandolo come la somma 
dei contributi dei singoli organismi viventi che, con sempre maggiore evidenza, 
nascono, vivono e muoiono in simbiosi tra di loro.
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5. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE E SVILUPPI FUTURI
Le attività svolte nel presente lavoro hanno riguardo lo studio della capacità di 
bioconversione dell’Acido Linoleico a Coniugati dell’Acido Linoleico da parte di alcuni 
ceppi probiotici di bifidobatteri presenti nella collezione aziendale della Probiotical 
S.p.A. Questi isolati sono stati sottoposti a test di tossicità in differenti mezzi colturali in 
presenza di concentrazioni crescenti di Acido Linoleico e sottoposti a screening per la 
produzione di CLA ricorrendo a tecniche spettrofotometriche. 
Sulla base dei risultati ottenuti si possono trarre le seguenti conclusioni: 
• Ceppi appartenenti al genere Bifidobacterium sono in grado di convertire, nelle 
giuste condizioni colturali, l’Acido Linoleico a Coniugati dell’Acido Linoleico. In 
letteratura, sono riportati anche altri microrganismi, autoctoni del tratto-
gastrointestinale umano, in grado di effettuare questa conversione tra cui ceppi 
appartenenti ai generi Lactobacillus, Propionibacterium e specie batteriche 
appartenenti al cluster IV e XIVa dei clostridi (Roseburia spp., Eubacterium spp.). 
Tuttavia, ad eccezione dei lattobacilli, i bifidobatteri sono preferibili nell’impiego 
probiotico. Infatti, sono generalmente riconosciuti come benefici per la salute 
umana oltreché i primi colonizzatori dell’intestino dei neonati. A questo proposito, 
in un recente lavoro (Wall et al., 2008), sono stati isolati dall’intestino tenue di 
neonati ceppi conosciuti di bifidobatteri e lattobacilli. L’importanza di questa 
evidenza risiede nel fatto che, l’intestino tenue risulta essere una delle zone del TG a 
più difficile colonizzazione microbica oltre che sede principale dell’assorbimento 
dei lipidi derivanti dalla dieta. Pertanto, la presenza fin dalla nascita, di bifidobatteri 
e lattobacilli in tale sito, avvalora maggiormente l’importanza potenziale che riveste 
il microbiota autoctono nel delicato equilibrio che sussiste tra Acidi Grassi 
Essenziali appartenenti alla famiglia n-6 ed n-3. 
• Terreni caratterizzati da differenti composizioni danno risposte diverse alla capacità 
di bioconversione dell’LA a CLA da parte dei bifidobatteri. Tali risultati 
sottolineano l’importanza delle determinanti ambientali nella crescita, sviluppo e 
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metabolismo dei microrganismi. In particolare, qualsiasi terreno adottato 
rappresenta sempre una modellizzazione della realtà. Pertanto, risulta fondamentale 
in fase di studio avanzato impiegare tecniche genetiche e metabolomiche per 
individuare ed identificare in situ le caratteristiche chiave e la portata dei prodotti 
del metabolismo microbico.
• La tecnica di screening rapido, per l’identificazione di ceppi potenzialmente 
produttori di LA a CLA, si è rivelata essere un mezzo rapido ed efficace per 
effettuare una selezione iniziale tra vari ceppi microbici. Inoltre, tramite l’espediente 
delle diluizioni seriali 1:2, è stato possibile quantificare i CLA prodotti anche 
quando la lettura dell’ assorbanza era fuori dalla portata dello spettrofotometro (> + 
3). Tuttavia, una volta selezionati i migliori candidati alla conversione dell’LA a 
CLA, risulterà necessario impiegare tecniche gas-cromatografiche per 
l’identificazione e quantificazione dei singoli isomeri prodotti. 
• Nelle analisi future, sarà necessario estendere i test di tossicità anche per 
concentrazioni maggiori di 1 mg/ml di LA in TPY. Inoltre, si dovranno effettuare 
screening di conversione per tutte le concentrazioni, superiori a 0,5 mg/ml, che 
permettono una buona crescita in TPY. Tale studio, risulta essere fondamentale per 
determinare la concentrazione in ufc di potenziali formulazioni probiotiche in grado 
di esplicare una azione sensibile e al contempo non nociva (ad esempio sottraendo 
troppo LA, soprattutto nell’eventualità di una potenziale colonizzazione temporanea 
dell’intestino tenue) sul bilanciamento n-6/n-3 e produzione di CLA.
• In analisi future, risulterà interessante comprendere quali costituenti dei mezzi 
colturali utilizzati, favoriscono o rallentano la crescita microbica in presenza di LA. 
Infatti, la conoscenza di questi aspetti permetterebbe una formulazione ottimale di 
potenziali supplementi dietetici a base di probiotici in grado di bioconvertire LA a 
CLA.
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• Una volta determinati i migliori candidati alla bioconversione di LA a CLA sarà 
necessario individuare in quale momento del ciclo cellulare del microrganismo 
avviene la massima conversione di LA a CLA. Ciò, risulta particolarmente 
importante in fase di progettazione di eventuali prodotti fermentati naturalmente 
arricchiti in CLA.
Dalle evidenze riportate in letteratura, la massima conversione di CLA avviene al 
raggiungimento della fase stazionaria dei microrganismi impiegati (Coakley et al., 
2002). Una volta stabilito il momento di massima conversione, si potrà quindi 
determinare in quale punto della curva di crescita dei microrganismi è possibile 
effettuare l’aggiunta di LA. Ciò risulta necessario per permettere la massima 
crescita microbica e pertanto il maggior tasso di bioconversione dell’LA a CLA.
• Dai risultati ottenuti, è possibile ipotizzare anche un meccanismo “inverso” che 
vede i costituenti della dieta, in questo caso gli AGE, come modulatori della 
microflora intestinale. A questo proposito, la supplementazione di microrganismi 
probiotici capaci di effettuare la conversione da LA a CLA potrebbe anche aiutare a 
sostenere o ripristinare quella parte di microflora particolarmente sensibile ad uno 
sbilanciamento dietetico riguardante in particolare gli AGE. A questo proposito, 
sono presenti in letteratura alcuni lavori che evidenziano cambiamenti nella 
microflora intestinale in concomitanza a variazioni nella quantità e tipo di acidi 
grassi assunti (Cani et al., 2008: DiBaise et al., 2008; Mozes et al., 2008; Ringø et 
al., 1998;). In particolare, in alcuni recenti lavori (Cani et al., 2007; Delzenne and 
Cani, 2008), è stata confermata la riduzione della componente bifida nel TG in 
concomitanza di diete ad alto contenuto di grassi.
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